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INTRODUCCIÓN
Kl MÍSturna inmunitario de los vertebrados eslá formado por un conjunto
de tejidos ampliamente distribuidos por el organismo, y por diferenies tipos
celulares dotados de alta movilidad anatómica. Las células man
representativas del sistema! linfocitos T y linfocitos B, son las que le
confieren especificidad. Ambos tipos celulares presentan grandes similitudes
morfológicas, se originan a partir de un precursor común y expresan en su
membrana receptores específicos para diferentes estructuras antigenlcas
(epitopes) (1) .
1« RECEPTORES ESPECÍFICOS DEL SISTEMA INMUNE
Mientras que en los linfocitos B el receptor para el antigeno (BCR) es
una molécula de inmunoglobulína (Ig) (2)» en los linfocitos T la especificidad
es proporcionada por una estructura homologa denominada receptor d« la
célula T(TCR) ( 3 , 4 ) . Ambos tipos de receptores son he terod i roeros, unidos
por puentes disulfuro, que pueden reaccionar individualmente con un único
determinante antigénico.
El TCR está constituido por dos cadenas polipeptidicas clonal mente
variables (Tí) , evolutiva y funcionaltnente relacionadas con las cadenas
polipeptidicas de las inmunoglobulinas. Hay cuatro familias distintas da genes
que codifican las cadenas Ti: a, &, y y 6, pero cada linfocíto T utiliza
solamente uno de los dos heterodímeros posibles a/fl ó y/6 (los mecanismos
responsables de estos apareamientos exclusivos no son conocidos). De los dos
tipos de receptores, el constituido por las cadenas a/a (de 43-49 y 38-44 Kd,
respectivamente) esta presente en la mayoría de las células T de sangre
periférica (5 ) , mientras que el formado por las cadenas y/6 (de 55 y 40-45
Kd, respectivamente) se expresa solamente en un 5-10% de lo» linfocito* T
(6, 7K
Ambos tipos de receptores a/6 y y/6 M asocian de modo no covalente,
en la superficie celular, con un grupo de proteínas clonaltnente invariables,
denominado colectivamente (.'1)3.. El complejo CD3 está constituido por cinco
cadenas polipeptidicas ( Y , Ó, e, C, r\) involucradas en la inserción en
membrana del TCR y en la transmisión, al interior celular, de las señales
originadas tras el contacto del receptor con el antígeno correspondiente (8) .
Las subunidades CD3y, 6 y e , al igual que las cadenas Ti (a, G, y y 6 ) . son
miembros de la superfamilia génica de las inmunoglobulinas, mientras que las
cadenas C y n pertenecen a una familia génica diferente (9) .
Las cadenas del TCR tienen un tallo intracitoplasmético muy corto (4-
10 aa), y una región transmembrana que presenta residuos básicos,
interrumpiendo la secuencia hidrofóbica mayoriiaria (10). Se ha planteado
que estos residuos participan en el establecimiento de interacciones de carga
con residuos acidicos en los dominios trans membrana del CD3t facilitando el
ensamblaje y manteniendo la estabilidad del complejo (10, 11). Dado el papel
fundamental que parecen desempeñar las cargas transmembrana en la
determinación de las interacciones entre las diferentes subunidades del
receptor, se ha propuesto un modelo que optimiza estas interacciones y
mantiene la electroneutralidad del complejo TCR-CD3, según el cual el
receptor podría incluir dos heterodímeros Ti en asociación con dos
heterodímeros c Íe6 y/o e y ) , y un dimero de la familia C (CC ó Ci) situado
simétricamente respecto a las cadenas a ó f l d e cada uno de los heterodímeros
Ti del complejo (8, 12, 13). En este sentido, aunque se ha sugerido que
diferentes formas funcionales del complejo TCR-CD3 (CD36: aflóeCC y CD3y:
podrían «w»r expresadas lndependU<»it'm«nici en la superficie celular
(12, 13), resultados obttmídos en clones T cítollUcos y en células Jurtuit
Indican que la expresión de un complejo TCR-CD3 (o/Q) plenamente funcional
requiere la producción simultánea de las cadenas Cü3y y CD36 (14, 15).
La existencia de un número potencíalmento ilimitado de estructuras
antigénicas requiere que e) número de receptores (repertorio de
especificidades), capaces de unirse a ellas con La afinidad suficiente para
activar las células linfoides, sea muy grande. Esta gran diversidad de
receptores se genera durante el desarrollo ontogénico de ios linfocitos en los
órganos linfoides primarios, a través de una secuencia de reordenamientoB
génicos programados (16, 17). Los receptores an ti génicos de los linfocitos
T presentan en cada cadena polipeptídica una reglón constanta (C) y una
región variable (V) homologas a las regiones C y V de las i n mu no globulinas.
Las regiones V de cada cadena (a y &) son contiguas especialmente, y
residuos de ambas contribuyen a la formación de) centro activo (parátope) de
la molécula (16). La gran variabilidad individual en lns secuencias de lan
regiones que reconocen tos posibles epítopes antigénicos (regiones V), es
consecuencia de la diversidad de segmentos génicos que las codifican {VDJ
en fl y 6 y VJ en a y y ) , de la diversidad combinatoria generada durante el
reordenamiento intergénico de estos segmentos, y de fenómenos de adición
de nucleótidos y variaciones en el punto de rotura/unión (16). Estos
procesos de recombinación están confinados a estadios precoces de la
maduración de las células T y generalmente concluyen cuando él linfocito es
capaz de expresar un receptor completo. El resultado final es que cada
linfocito T esté comprometido para una especificidad de reconocimiento única
(especificidad clonal) (18).
2. RECONOCIMIENTO ANT1GKN1CO
La característica más inequívoca del receptor de 1A célula T que le
distingue de otros receptores del sistema inmune» es la naturaleza de su
ligando. Mientras que el receptor especifico del línfocito B (Ig) reconoce
regiones superficiales (epítopes) del antigeno en su forma nativa (19), «1
TCR (a/Ü) reconoce un complejo bimolecular formado por fragmentos
pep lidíeos asociados con moléculas del complejo principal de
hístocompatibilidad (MHC) expresado en la membrana de otra célula (20, 21,
22). Esta función constitutiva de las moléculas del MHC, imprescindible en
el proceso de reconocimiento especifico de los linfocitos T, se conoce como
restricción MHC. Las moléculas del MHC están involucradas en el tráfico
intracelular y transporte hacia la superficie celular de péplldos derivados del
catabolismo proteico (23). Como resultado de este proceso, las proteínas del
MHC exhiben simultáneamente en la superficie celular un amplio espectro de
péptidos, durante un período de tiempo suficiente para que el repertorio de
células T pueda examinar la célula eficazmente (24).
Aunque se han observado excepciones, la presentación de péptídos por
las moléculas MHC de clase I ó 11 se correlaciona con el origen de la molécula
antigénica. Los péptídos derivados de proteínas sintetizadas endógenamente
(proteínas propias o proteínas virales en células infectadas) se asocian con
moléculas de clase I, mientras que los péptidos derivados de moléculas
exógenas, endocitadas y degradadas en el compartimento lísosomal, se
asocian con proteínas de clase II (25, 26).
Las moléculas del MHC son glicoproleínas integrales de membrana,
altamente polimórficas, constituidas por la asociación no covalente de dos
< - i i < i . ' t i M > . p . . ] i | > . - | > n < l i < i i ' . M i . n t n i s « j 1 1 * * l n % m - i l i . . u l i r . i ! . . < i : . : . i . ] - . • >
prácticamente en todas las células del organismo, las moléculas de cías* II
[M>»tta iituí distribución tistilnr mucho truis rvKtrtagÍBSft| ssMMsV HRpVaMdM M
condiciones fisiológicas en unos pocos tipos celulares: macrófagos, células
dendríticas y linfocltos B (26, 27). La captación de papudos por las
moléculas del MHC se realiza en una zona especializada situada en la parte N-
terminal de la molécula, donde se concentran la mayoría de los residuos
pollinorficos. Este sitio de unión antigénica <desétope) está constituido por
una plataforma en hoja plegada 6, coronada por dos hélices a paralelas
situadas lateralmente (28, 29). En las moléculas de clase I la cavidad de unión
peplídica está formada por los dos dominios N-terminales de la cadena a (al
y ri2). mientras que en las moléculas de clase II participan los dominios
externos de ambas cadenas (al y fll) (28, 30).
Se ha propuesto, en base a la semejanza de secuencias, que el centro
activo del TCR o paratope podría presentar una organización espacial similar
a la de las Igs, de manera que los residuos de contacto con el antígeno se
sitúan en zonas de gran variabilidad (homologas a las regiones CDR1, CDR2
y CDR3 de las Igs) de las regiones Va y VQ (31, 32). Las regiones CDR3 de
las cadenas o y B del TCR interaccíonaiian preferentemente con los residuos
expuestos del péptido (epitope), mientras que las regiones de menor
variabilidad (CDR1 y CDR2) de ambas cadenas contactarían con residuos de
las hélices a del MHC, que flanquean las regiones laterales del desétope (33).
3. ACTIVACIÓN DEL LINPOCITO T
Los Unfocitos T pueden interaccionar, a través de su receptor
«•pacifico, con «I complejo péptido-MHC iniciándose en I* célula un prooMO
de activación con posterior división, diferenciación y expresión de «us
capacidades efecto raí» (34) . Sin embargo, el reconocimiento de la combinación
péptido anligénico-molécula MHC por el compiojo TCR-CÜ3, aunque
necesario, no es suficiente para inducir la plena activación de la mayoría de
las células T (18). Otras moléculas de superficie expresadas por los linfocitos
T desempeñan un papel fundamental durante el proceso de activación iniciado
por el antigeno, actuando bien como receptores de factores solubles
(interleuquínas) secretados por células auxiliares (estimulación paracrina)
o por el propio linfocilo T (estimulación autocrina), o bien como receptores
de otras moléculas de superficie expresadas en la célula presentadora (18).
En términos generales, estas moléculas accesorias pueden actuar en funciones
de adhesión, facilitando la interacción entre el Unfocito T y la célula
portadora del antigeno, o bien regulando las señales transmembrana iniciadas
a través del receptor especifico. De particular importancia funcional son las
moléculas CD8 y CD4, que reconocen determinantes no poUmórflcos de las
proteínas de clase I y II (35, 36), y las distintas isoformas de la molécula
CD45 cuyo ligando es desconocido (37).
Les moléculas CD4 y CD8 son expresadas por los linfocitos T a/B"
maduros de forma mutuamente exclusiva (38). La presencia individualizada
de CD4 ó CD8 en la superficie de tas células T permite definir dos
subpoblaciones que difieren en sus respuestas efecto ras y en su patrón de
restricción. Los linfocitos T CD4' tienen, en general, una función reguladora
de la respuesta inmune (humoral y celular) y su receptor específico
interacciona con complejos péptido-clase II, mientras que los linfocitos T
CD8* poseen, en general, actividad citotóxica y su receptor interacciona con
complejos peplido-clase 1 (27). Además de su papel en los procotos de
reconocimiento especifico del MÜC, la» tnoWVrulitH t'I>4 y CD8 están implicadas
en el proceso de activación del Unfocito T a través de una tirosin kinasa
(p56lc*), que se asocia de modo no co valen te a los dominios intracitopLasmicos
de ambas moléculas (39, 40).
Numerosas evidencias indican que el receptor especifico del línfocito
T debe ser considerado como una estructura mu I timé rica modular, formada
por al menos tres complejos moleculares de membrana interdependientes que
desempeñan funciones esenciales durante el proceso de activación: el
heterodímero Ti a/Ü asociado con el complejo CD3» los correceptores CD4 ó
CD8 y la molécula CD45 (18).
Como consecuencia del reconocimiento del complejo péptido-MHC por
el receptor especifico del Unfocito T en la superficie de la célula
presentadora, se va a generar una señal que es transmitida at interior celular
por el complejo CD3. Esta señal se integra con otras isnslst recibidas a
través de otras moléculas de superficie de la célula T, lo que produce la
generación de diferentes mediadores bioquímicos intracelu lares que
condicionan cambios en el patrón de expresión génica (41). Uno de los
eventos intracelu lares más tempranos es la hidrólisis de fosfatidilinosito] 4,5-
bifosfato iPIPj) por la fosfolipasa C (PLC), para generar inositol-1,4 , 5 , -
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), que originan un aumento de la
concentración de calcio intracelular ([Ca2*]i> y la activación de la protein
kinasa C (PKC), respectivamente (34, 42, 43). Experimentos recientes
indican que el acoplamiento del complejo TCR-CD3 a la PLC depende de
una(s) tirosin kinasa(s). Ninguna de las subunidades del CD3 posee
actividad tirosin kinasa intrínseca en su dominio citoplasmático, por lo que
• • ha sugerido que el TCR-CD3 esta acoplado (no covnlant<»nw*tii«) a una
tirosín klnasa. No obstante la naturaleza do osla tfrosin klnasa próxima! que
activa la PLC se desconoce (44).
Estos acontecimientos iniciales se potencian si La molécula CD45, dotada
de actividad tirosín fosfatase, y los correceptores CD4 ó CD8, con su
actividad tírosin k i nasa asociada (p56 lc*), se roegrupan en la proximidad del
complejo TCR-CD3 durante el reconocimiento antigénico (45).
La activación de la PKC Junto con los incrementos del calcio íntracelular
actuarán de forma sínérgica induciendo, a través de una serie de procesos
mal conocidos, la rápida movilización de determinados factores de
transcripción implicados en procesos de inducción (fénica (46). Entre los
genes de respuesta inducidos cabe destacar los genes de la ínterleuquina 2
(II,-2) y los de su receptor (IL-2R), cuyos productos proteicos regularán la
proliferación de la célula T por una via autocrtna/para crina (IL-2/IL-2R)
(46) .
En condiciones fisiológicas, la capacidad de la IL-2 para inducir La
progresión del linfocito T a través del ciclo celular, depende de su unión con
receptores de alta afinidad. El receptor de la IL-2 es un complejo multimérico
compuesto al menos por tres cadenas: cadena a (p55 ó TAC), cadena B (p75)
y cadena y (47). La expresión de diferentes combinaciones de estos tres
componentes origina diversos tipos de receptores con diferentes afinidades
para la IL-2. Aunque la combinación de las cadenas Ü y y es necesaria para
la transducción de señales, la constitución de receptores de alta afinidad
requiere también la participación de la cadena a.
Además de la vía iniciada a través del "módulo" de activación definido
por el complejo TCR-CD3, los correceptores CD4/CD8 y la molécula CD4S;
otros antigenos de membrana (CÜ2, CDS, CD28, CD69, e le . ) pu*d«n
participar en la activación o en la regulación de las respuestas proliferaUvms
de los línfocítos T (48, 49). En este sentido, se ha planteado que la ausencia
de determinadas señales auxiliares, proporcionadas por factores secretados
por la célula presentadora (IL-1 a y G, IL-6, TNFa, e tc . ) o a través de
contactos celulares mediados por moléculas de membrana del Unfocito T (CD2,
CD28, LFA-1, VLA-4, etc . ) y de la célula presentadora (LFA-3# B7/BB-1,
ICAM-1, 1CAM-2, VCAM-1, e t c . ) , pueden originar la activación abortiva
(eliminación o energía clonal) del Unfocito T (50). En conjunto estas señales
coestimuladoras pueden desempeñar un papel fundamenta] durante la fase de
reconocimiento especifico del Unfocito T, determinando las consecuencias de
la ocupación del TCR, proceso que puede ser la base de los mecanismos de
inducción de tolerancia antigeno específica en células T maduras (51).
4. DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T EN EL TIMO
La mayoría de los Unfocitos T, a diferencia de otras células
hematopoyéticas, se generan en el timo, órgano especializado en la
expansión, diferenciación y estricta selección de sus precursores. Como
consecuencia de este programa de desarrollo, los Hnfocitos T adquieren la
capacidad de reconocer los antigenos asociados a moléculas del MHC
(restricción MHC) idénticas a las expresadas por las células del individuo,
y son tolerantes (no reactivos) a los propios componentes del organismo (52).
El timo es un órgano linfoepítelial de morfología bilobulada, situado en
el mediastino ántero-superior, Aunque su posición anatómica puede variar,
su estructura celular básica está muy conservada entre las diferentes
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especies de vertebrado» estudiados. El parénquima tlmioo eslá constituido
por una malla de células epiteliales de diferentes tipos, sobre la que anidaran
tas células Unfoides, y distintos tipos de células heme topoy éticas no Unfoides
(macrófagos y células dendrlticas) (53).
Cada lóbulo tlmico está rodeado por una delgada cápsula de tejido
conectivo desde donde parte un sistema de tabiques o trabéculas que lo
dividen en lobulillos. A nivel histológico, dentro de cada lobulillo se pueden
distinguir tres áreas principales, presentando cada una de ellas una
composición linfoide y estromal característica. Una región situada
inmediatamente por debajo de la cápsula conectiva (zona subcortical}, donde
se localizan células de aspecto blástico; una región externa de gran
celularidad o corteza que ocupa la mayor parte del lobulillo y, una porción
interna o médula caracterizada por la presencia de corpúsculos de Hassall
(53, 54).
£1 tamaño del timo es considerable a lo largo de la vida fetal y durante
los primeros años de vida postnatal, pero disminuye conforme aumenta la
edad del individuo, experimentando además un proceso progresivo de
infiltración grasa. Sin embargo, aun en edades avanzadas es posible
identificar pequeños islotes de tejido tímico que contienen todas las
poblaciones Unfoides y estromales observadas en individuos jóvenes {55).
El desarrollo intratímico de los linfocitos T es completamente
dependiente, tanto durante la vida fetal como en la vida postnatal, del aporte
constante de células precursoras que acceden al timo probablemente a través
de las vénulas de endotelio alto de la región eorticomedular (56). Aunque
durante muchos años se asumió que antes de BU llegada al timo, los
precursores Unfoides debían experimentar un proceso de diferenciación,
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datos recientes indican que colilla» pluripotencialoa Inyectadas
intniiitm<iim«MUi' pueden responder directamente al microambiente túnico y
desarrollarse como timocítos (57, 58). Por ello en condiciones fisiológicas,
debido al poderoso efecto inductor que ejerce el mícroarobiente tlmico, el
proceso de compromiso hacia el linaje T puede consistir en la adquisición de
un receptor que condicione la migración selectiva de los precursores hacia el
timo, aunque éstos mantengan aún la capacidad de respuesta a factores de
inducción míeloide (18).
4 . 1 . Expansión y muerte celular
Uno de los acontecimientos iniciales del programa de desarrollo de las
células T que ocurre tras el proceso de colonización, es la expansión celular
(59). En este sentido, diferentes trabajos realizados In vivo en ratones y
cobayas atediante la incorporación de precursores radiactivos, han
demostrado que la mayoría de las células en división se localizan en las
regiones subcapsular y cortical {60). Estudios cinéticos realizados en
sistemas murinos han estimado que la producción diaria de ümocitos es de
aproximadamente 5x107, de tos cuales sólo una pequeña proporción (i-5%) son
exportados a la periferia (61). La discrepancia entre generación celular y
maduración/exportación, refleja la existencia de un alto índice de mortalidad
celular que es consecuencia de la actuación de dos tipos de procesos:
selección negativa y muerte por ausencia de señal (ver más adelante). Los
fenómenos de muerte celular observados durante el desarrollo intratimíco de
los linfocitos T, ocurren a través de un proceso de muerte programada
(apoptosis) | durante el cual se activan endonucleasas dependientes de Ca:*
12
y Mg1' que originan la fragmentación del ADN nuclear, actuando sobre Un
regiones tigndorHK internucleosómicati (62). Posteriormente, la célula sufre
importantes cambio* morfológicos, fundamentalmente a nivel de la membrana
plasmática, que van a originar su fragmentación y la formación de unas
estructuras denominadas cuerpos a pop (óticos que son rápidamente eliminados
in vivo por las células fagocíticas (63, 64).
4 .2 . Estadios madurativos
El desarrollo de los AcMos ha permitido obtener una descripción
bastante detallada de los diferentes estadios madurativos que atraviesan los
progenitores linfoides, y de su correspondiente localización intratimica. La
expresión diferencial de determinadas moléculas de superficie permite dividir
a los ti mocitos en tres poblaciones principales: pretlmocítos, tí mocito»
corticales y timocitos medulares, que corresponden a tres estadios
madurativos sucesivos (65).
Los pretimocitos (PT), que representan aproximadamente el 1% del total
de las células t¡miras, se localizan predominantemente en la región
subcapsular de la corteza. Se trata de una población muy heterogénea con un
gran potencial proliferativo, que proviene directamente de los precursores
procedentes de la médula ósea. La mayoría de los PT expresan los antigenos
CD2, CD7 y moléculas MHC de clase I (HLA)
 t pero carecen de CD1, CD3 y de
las moléculas correceptoras CD4 y CD8 (células negativas dobles) (66, 67).
Los timocitos corticales representan la población linfoide tí mica
mayorítaria (85%). Son células pequeñas que se localizan preferentemente en
la parte profunda de la corteza. Está plenamente aceptado que los timocitos
X3
corticales provienen de la diferenciación de la subpobLacidn anterior (PT),
y son precursores de las células mndunis (modular*»!») (68). Feno típicamente
se caracterizan por expresar simultáneamente las moléculas CD4 y CD8
(células positivas dobles), asi como las moléculas de la familia CDl: CDla,
CDlb y CDlc (66). Las moléculas de esta familia (cinco miembros en
humanos: CDla-d) se caracterizan por presentar un patrón de expresión
tisular restringido (fundamentalmente (¡mocitos corticales y células
dendriticas) y una estructura similar a las moléculas MHC de clase I
(heterodímero constituido por una cadena pesada asociada con la Q2-
microglobulina), aunque carente de polimorfismo (69). Estudios anteriores
realizados en nuestro laboratorio han demostrado que en los tí mocitos
corticales la expresión de CDl tiene una correlación inversa con la expresión
de moléculas MHC de clase I (66). Durante este estadio de diferenciación se
detecta por primera ver la expresión en la superficie celular del receptor
especifico (TCR-CD3), aunque a niveles mucho menores que los observados
en las células madura» (medulnres) (70).
Los timocitos medulares representan aproximadamente un 10-15% de la
población tí mica total, están localizados en la región de la médula tí mira, y
presentan un fenotipo similar al de los linfocitos T maduros: carecen de CDl,
presentan de forma individualizada los antígenos CD4 (10%) y CD8 (5%), y
expresan en su membrana altos niveles de moléculas MHC de clase I y de CD3
(TCR) (65).
Los genes que codifican el receptor a/11 se reordenan de forma
secuencia! durante el desarrollo de los linfocitos T. El reagrupamiento de la
cadena TCRU ocurre en estadios muy inmaduros (CD34 8 ) con anterioridad
al de la cadena TCRa (71). En este sentido, resultados obtenidos en ratones
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transgénicos plantean que durante Ion tnuadloe temprano* del desarrollo
(transición CD4 8 -CD4'8'), la expresión en superficie de la cadena TCRfl del
receptor, en ausencia de otras cadenas TCR, podría controlar diferentes
aspectos del proceso madurativo de los línfocítos T (expansión celular,
expresión de moléculas correceptoras CEM/CD8, exclusión alélica de los genes
TCRQ e inicio de la transcripción det locus TCRo) (72, 73).
4 .3 . Aprendizaje tinaco: Selección positiva y negativa
£1 timo no sólo es capaz de proporcionar un microambiente apropiado
para la proliferación y maduración de los Unfocitos T, sino que constituye el
órgano donde se selecciona el repertorio (potencial de reconocimiento) de
receptores de las células T (52). Se ha planteado que las células del linaje T,
como principio general, podrían estar destinadas a morir a menos que reciban
las señales apropiadas a través de su receptor especifico (74). Esta regla de
"vida y muerte" parece razonable en un sistema celular que debe seleccionar
un repertorio de receptores limitado, a partir de un número casi ilimitado de
posibilidades, que varían desde especificidades autoagresivas, hasta fallos
en la expresión de receptores debidos a lia existencia de reordenatnientos
génicos no productivos. De forma que durante la selección del repertorio
primario, únicamente se permitirá la maduración (rescate) de aquellos
timocitos cuyos receptores reconozcan moléculas del MHC presentes en el timo
(selección positiva), y se eliminarán aquellas células que posean capacidad
autorreactiva (selección negativa) (52). Ambos procesos están determinados
por la especificidad del receptor y son consecuencia de la interacción de los
mismos componentes moleculares: porción variable del TCRa/B, proteínas del
1S
MHC (oxprvudu en células estromnle* específicas) y
correceptoras CD4/CD8 (75). La expresión en la superficie celular del
complejo TCRa/0-CD3 constituye pues un hecho crucial en el desarrollo
madurativo de las células T, al capacitarlas para interaccionar con su ligando
específico (epitope antigénico-MHC). Otras moléculas implicadas en funciones
de adhesión celular (CD2, LFA-1, etc. ) participan también en los fenómenos
de interacción entre tí mocitos y células epiteliales o dendriticas, aunque su
papel en los procesos de selección en sí, es desconocido (76, 77),
La selección positiva es el proceso clave a través del cual se controla
la producción de células T maduras, no sólo proporcionando acceso a la
maduración, sino determinando La especializaron funcional de las células
seleccionadas (78). A diferencia de ta selección negativa, que puede ser
inducida por complejos péptido-MHC (y por una amplia variedad de ligandos)
presentados por células de diferentes orígenes, incluso extratimicas (79,
80); La selección positiva es mucho más exigente en sus requisitos dado que
parece ocurrir únicamente en la corteza tímica, y estar mediada
específicamente por células epiteliales (81). Sin embargo» las bases
moleculares de este proceso permanecen como una de las cuestiones más
debatidas del desarrollo de los linfocitos T.
En ausencia de las señales de rescate apropiadas (selección positiva),
los timocitos CD4*8* con baja expresión de TCR (cuya generación es TCR-
independiente) serán eliminados a través de un mecanismo de muerte
programada fapoptosis) (82), mientras que las células seleccionadas
positivamente incrementarán el nivel de expresión de HLA y CD3, e iniciarán
el proceso de conversión en células fenotípicamente maduras (CD4*8" ó CD4~
8*) (78).
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Uno de ion grande» enigmas del procotu> do doMrroilo de loa Utifodtos
T, es la capacidad de la molécula TCR-CD3 de originar la tnadu ración
(selección positiva) o la muerte (selección negativa) de los timocitos, y
posteriormente iniciar la activación de los linfocito» T maduros. Esto se ha
tratado de explicar invocando diferencias en la afinidad de las interacciones
ligando-receptor y en la naturaleza de las células estromales implicadas (18).
No obstante, se han sugerido también otras hipótesis que aluden a
diferencias en las vias de transmisión de señales (en relación con el estadio
de diferenciación), e incluso a la existencia de ligandos específicos que
condicionan la selección positiva (83, 84).
El modelo de selección por afinidad plantea que si ambos procesos
{selección positiva y negativa) fuesen consecuencia de la Interacción con el
mismo ligando (péptido-MHC), las diferencias de afinidad podrían determinar
la existencia de selección y el tipo de la misma, de forma que aquellos
timocitos que interaccionasen a través de su receptor especifico con afinidad
baja, serian seleccionados positivamente, mientras que aquellos que lo
hiciesen con afinidad alta serian eliminados (selección negativa) (85, 86).
Otro modelo propone que tos procesos de selección están
compartí mentatizados, debido a que las señales proporcionadas por las células
dendríticas y por las células epiteliales son cualitativamente diferentes, de
modo que aquellas células estromales que son capaces de proporcionar señales
coestimulado ras típicas (células dendriticas) inducirían selección negativa,
mientras que aquellas que no lo son (células del epitelio cortical) inducirían
selección positiva (79, 67, 88). En este sentido, se ha propuesto que un
aspecto esencial en La selección positiva podría consistir en evitar la
integración de las señales de activación, generadas a través del TCR, con
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generadas a través del CD2S (18 ) .
Una variante del modelo de afinidad que integra «1 concepto de
compartímentalización, sugiere que las diferencias en la respuesta podrían
estar en relación con la densidad de los determinantes péptido-MHC exhibidos
por las células es t roma les que participan en los procesos de selección (89,
90, 91).
Igualmente y en función de la arquitectura modular que presenta el
complejo TCR-CD3, se ha sugerido que la utilización controlada (durante el
desarrollo) de diferentes combinaciones de módulos, podría condicionar
cambios (cuantitativos o cualitativos) en el acoplamiento del receptor a las
moléculas efectoras citoplasma ti cas y , en consecuencia, una variación en la
capacidad de transmisión de señales en distintos estadios de diferenciación
de los linfoeitos T (44).
El último paso del programa de desarrollo intrallmico, implica la
conversión de las células seleccionadas en linfoeitos T plenamente
competentes. Aunque las bases moleculares del proceso que conlleva la
adquisición del patrón de respuesta (génica) apropiado a la especificidad del
receptor, no son conocidas, es probable que la maduración funcional ocurra
durante el tiempo de residencia de los timocitos en la región medular (92).
OBJETIVOS
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El e s t u d i o d e los morfinismos di- «üfi-n-iu m< ¿(>M i n t n t i i m l r n d<- los
ünfocitos T ha progresado notablemente en los últimos años gracias «i
desarrollo de nuevos sistemas experimentales. El desarrollo de los AcMos ha
permitido obtener una descripción bastante detallada de los diferentes
estadios madurativos que atraviesan los progenitores linfoides, y de su
correspondiente localizadón intratímica. Por otra parte, y dado que la
generación de células T inmunocompetentes requiere la influencia de un
microambiente tí mico intacto, el estudio de las interacciones linfo-estromales
ha recibido considerable atención, en un intento de conocer la naturaleza de
las señales proporcionadas por células no línfoides situadas en los diferentes
compartimentos timicos.
£1 empleo de ratones transgénicos y los estudios cinéticos realisados
¡n vivo en modelos murinos, mediante la administración de compuestos
radiactivos o la inyección íntratltnica de precursores» han aportado
considerable información en relación a los mecanismos de selección del
repertorio específico de los linfocitos T, y del proceso de expansión celular.
Obviamente, consideraciones éticas impiden utilizar en humanos abordajes
experimentales similares, lo cual ha condicionado que estos aspectos del
desarrollo íntraUmico sean menos conocidos,
Trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio sobre la
delimitación y análisis de las propiedades de diferentes subpoblaciones
tímícas, nos han permitido abordar el estudio de ciertos aspectos de la
proliferación intratímica y de las relaciones de diferenciación
interpoblacionales, que pueden resumirse en los siguientes puntos:
1. Estudio tn situ de la proliferación celular mediante la caracterización
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fenotipica de las células en división, empleando sistemas de ctiomptria
multiparatnótrica, para intentar definir las principales poblaciones en
proliferación.
2. Aislamiento de subpoblaciones inmaduras en distintos estadios de
diferenciación, para determinar el estado del ciclo celular y definir
aspectos fenotípicos y funcionales de las mismas:
2.1. Estudio comparativo de los requerimientos de activación de estas
subpoblaciones tímícas, en presencia de 1L-2 y de un activador
especifico de la protein kinasa C (PKC), medíante el análisis de las
respuestas proliferativas.
2.2. Estudio de las variaciones fenot¡picas experimentadas ln vitro por
diferentes subpoblaciones inmaduras espontáneamente y en
presencia de IL-2.
2.3. Estudio de las interacciones entre líneas celulares estromales de
origen mesenqu¡matoso y subpoblaciones tímicas en diferentes
estadios madurativos.
2.4. Análisis de las consecuencias de esta interacción respecto a la
respuesta proliferativa, viabilidad celular, contenido de ADN celular
y fenotipo.
2.5. Estudio de la expresión de las subunidades del TCRa/B en
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subpoblaciones timfcas inmadum».
3. Integración de los resultados obtenidos en este trabajo en el modelo
prevalente de diferenciación intratimica, y su posible aportación a La
comprensión de los fenómenos de selección del repertorio.
MATERIALES Y MÉTODOS
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1. PURIFICACIÓN DE SU BPOB ILACIONES CELULARES
1.1. Aislamiento de linfocitott T
Los Unfocitos T &e aislaron de sangre periférica dé donantes
voluntarios sanos. Las células mononucleares se obtuvieron por
centrifugación <600xg, 30 minutos) de sangre heparinizada, diluida 1:1 en
suero salino fisiológico (SSF), sobre Ficoll-Hypaque (Lytnphoprep, Nycomod
AS, Oslo, Noruega). Las células de la interfase se lavaron 2 veces (27Oxg,
10 minutos) con BSS-FCS1% (BSS: CaCl2O,l4 g l l ; NaClSg l 1 ;
MgSO4 7H2O 0,2 g l 1 ; MgCl2 6H3O 0,2 gT l¡ KH3POt 0,06 g l 1 ;
0,24 gl'1; pH 7,4; FCS: suero bovino fetal. Flow Laboratories, Irvine,
Escocia, GB).
Los monocitoa y las células B se eliminaron de la preparación mediante
adherencia a plástico, lisis con un AcMo antí-MHC clase II (DR) más
complemento y filtración en columna de nylon. La adherencia a plástico se
realizó mediante incubación de las células durante 1 hora a 37°C sobre placas
de Petri (Costar, Cambridge, MA, EE.UU.), previamente tratadas durante
1 hora a 37°C con RPMI 1640 (Whittaker Bíoproducts, Walkersville, MD,
EE.UU.) suplementado con FCS al 20%. Las células adherentes (utilizadas
posteriormente como células accesorias), se recuperaron medíante agitación
suave con PBS-EDTA 0,5 mM; pH 7,2 (PBS: NaCl 8 g l 1 ; KC1 0,2 gl"1'
Na2HPOt 1,15 gl-1; KH3PO40,2gl \ ) .
Los tínfocítos T se obtuvieron de la fracción "no adherente" mediante
tratamiento con el AcMo Q2.7O (anti-DR) (1 íig/107 células), durante 30
minutos a 4 C, y lisis con complemento de conejo (Cederlaine Laboratories,
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Ontario, Canadá) a una dilución 1:3, duran w> 45 minutos a 37°C, en
presencia de DNAsa (10 juff/ml) (Sígma Chemical Co., San Luis, MO#
EE.UU.). Las células muertas se eliminaron por filtración a través de una
columna de nylon (Dupont, Boston, MA, EE.UU.). Tras preincubar la
columna con medio completo durante 45 minutos a 37°C, se aplicaron las
células incubándolas durante 1 hora a 37°C. Después de este paso las células
filtradas se lavaron 2 veces con BSS-FCS1%. La viabilidad celular, medida
por incorporación de azul tripan, fue siempre superior al 98%.
1.2. Timocitos humanos
Los tímocitos se obtuvieron de timos extraidos de pacientes menores de
5 años, sometidos a cirugía cardiaca correctora. Tras fragmentar el timo,
excluyendo las zonas hemorragicas, se preparó una suspensión celular
tamizando los fragmentos a través de una malla metálica con un diámetro de
poro de 80 nm. Las células asi obtenidas, se lavaron 2 veces en BBS-FCS5%
y se res us pendieron en medio completo.
1.3. Subpob la clones túnicas
Las diferentes subpoblaciones timicas (Tabla I) se obtuvieron a partir
de suspensiones de timocitos totales mediante selección negativa, tras 2 6 3
tratamientos secuenciales con AcMos más complemento de conejo (1:3) en
presencia de DNAsa (10 Mg/ml) • utilizando un mínimo de 20 jug de Ac por 109
células timicas.
En algunos casos tras el proceso de lisis, las células se aplicaron a una
TABLA I. Antigenos de selección empicados para la obtención de
subpoblaciones túnicas
Antigenos de Selección Subpoblación
CDlft 3 4 8 DR
CD3*4"8DR~
CD3*4'DR*
CD3 8 DR"
CD3HLADR
CDla DR
Pretimocitos (PT)
Titnocitos triple negativos (TN)
Tíroocitos CD3 4
Tímocitos CD3 8
Timocitos corticales (TC)
Timocitos medulares (TM)
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columna de nylon, se filtraron, y se lavaron 2 veces con medio completo. Kn
todos los casos, excepto para la obtención de timocitos corticales, se realizó
un paso adicional de centrifugación en gradiente de densidad sobre Ficoll-
Hypaque (Lymphoprep) para eliminar células muertas residuales. La
viabilidad celular de las preparaciones fue siempre superior al 98%. Su pureza
se estudió mediante inmunofluorescencia directa {Apartado 5-1 . ) •
2. PREPARACIÓN DE LINEAS ESTROMALES TIMICAS HUMANAS
2.1. Aislamiento de células estromales timica.s
Para la obtención de células estromales, el timo se fragmentó hasta
obtener muestras de aproximadamente 1 mm\ descartando los t¡mocitos libres
mediante pipeteo vigoroso. Estos fragmentos se incubaron durante 30 minutos
a 37°C en una solución enzima ti e« preparada en RPMI 1640, consistente en
2,5 mi de tripsina al 0,3% ( Sigma); 2,5 mi de colagenasa al 0,3% (Sigma) y 1
mi de DNAsa al 0,1%, dispersando las células cada 5 minutos mediante pipeteo
suave. La suspensión celular resultante se lavó en RPMI 1640 (400xg, 15
minutos a 4°C) y se resuspendió en 1 mi de RPMI 1640 con DNAsa al 0,1%,
incubándose durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
añadieron 5 mi de RPMI 1640, recogiendo alícuotas de 2 mi de la suspensión
que se depositaron sobre 3 mi de FCS. Después de 30 minutos de reposo a
4°C se descartó La capa superior, y la capa inferior que contiene la mayoría
de las células estromales, se resuspendió tras un lavado (200xg, 5 minutos
a 4°C) en 10 mi de medio completo. Finalmente, alícuotas de 1 mi se cultivaron
durante 2 días en placas de 12 pocilios (Costar). En este momento la placa se
lavó 2 veces para eliminar las células no adherentes, prolongándose la
incubación durante 3 días más.
2.2, Cultivo de células estromnlr»;
Las células estromales se cultivaron en placas de 12 pocilios a una
concentración inicial de 2,5x10* cólutas/ml en 2 mi de medio completo,
renovando 2/3 del medio de cultivo cada 3-5 días. Cuando Las células cubrían
la totalidad de la superficie de la placa se despegaron y se transfirieron a
placas nuevas. La frecuencia de pases varió según la línea utilizada, pero
por término medio fue de uno por cada siete días de cultivo. Para despegar
las células se lavó la placa con PBS sin calcio ni magnesio y se incubó,
durante 5 minutos a temperatura ambiente, con 2 mi de una solución de
tripsina 0,15% y EDTA 0,02%, en PBS libre de calcio y magnesio. Las células
se recogieron mediante pipéteos suaves, lavando a continuación la placa do»
veces más con RPMI 1640. La suspensión resultante se centrifugo <200xg 10
minutos a 4°C) y se resuspendió en medio completo. Tras el contaje de las
células, éstas se sembraron en nuevas placas a la concentración antes
indicada.
2.3. Caracterización fenotfpica
Los estudios inmunohistoquímicos se realizaron sobre células
estromales adherentes cultivadas (durante 16-18 horas) en cámaras de vidrio
de ocho pocilios (Bokusui Brown, NY, EE.UU.), empleando el sistema
Vectastaín ABC Kit (Vector Laboratories, CA, EE.UU.). Todas las
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incubado»** M realizaron a temperatuní «mbiento en rAtnara húmoda.
Previamente, las células se fijaron con acetona fría durante 15 minuto» y se
lavaron con PBS. Tras un paso de bloqueo con suero de caballo, las muestras
se incubaron durante 30 minutos con el AcMo correspondíante. Después de
un lavado se incubaron primero con anti-Ig-s de ratón bíotiniladas {20
minutos) y posteriormente, tras un nuevo lavado, conavidina-peroxidasa (20
minutos). Los portas se lavaron con PBS y se añadió una solución de DAB (3,
3 diaminobencídina) en PBS con H2O3 al 0,02%. La reacción de color se paró
Lavando con agua durante 2 minutos, y las preparaciones se contrastaron con
hematoxilina durante 2 minutos. Para los estudios fenotipicos sobre células
no fijadas se prepararon suspensiones celulares mediante tratamiento de los
cultivos con PBS-EDTA al 0,02%, y se emplearon técnicas de
inmunofluorescencia (Apartado 5 . 1 . ) .
2 .4 . Cocultivoa de células estromalrc* y ti mocito»
En los experimentos de Interacción los tímocítos (4xl06) se incubaron
en 2 mi de medio completo sobre monocapas estromales. Estas últimas se
establecieron con antelación cultivando, durante 18-24 horas, 2x10* células
estromales en placas de 12 pocilios. Los ensayos proliferatívos en presencia
de células estromales se realizaron mediante el cultivo de los timocltos (0 ,5 -
lxlO5) sobre monocapas estromales, establecidas sobre placas de 96 pocilios
( Costar ) ( Apartado 3.1 . )*
2 .5 . Obtención de sobrenadantes de los cultivos de células estromales
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Las células es t roma I «H se cultivaron en placas de 6 pocilios (Costar)
con medio completo hasta alcanzar un estado de confluencia, en este momento
se retiró el medio y tras un lavado con PBS se añadió medio su plómenla do con
FCS al 0,1%, que se mantuvo durante 48 horas. Este sobrenadante "libro de
suero" se centrifugó <400xg, 10 minutos a 4°C), se filtró (0,45 M » ) , se
concentró (lOOx) con una membrana de ultrafíltradón PM10 (Amicon,
Danvers, MA, EE.UU.) y se almacenó a -40°C hasta su uso.
t, CULTIVOS CELULARES
3.1 . Condiciones generales
Todos los cultivos se realizaron en medio RPM1 1640 con Hepes 25 tnM,
suplementario con un 10% de FCS, penicilina (200UI/ml) y estreptomicina (200
Mg/ml) (Antibióticos Farma, S.A., España) y L-glutamina 2 tnM (Flow),
utilizando un incubador humidíficado a 37C y atmósfera con un 5% de C0 .
3.2. Ensayos proliferativos
Los timocitos se cultivaron por triplicado en microplacas de 96 pocilios
(0,5-1x10* células /pocilio) con 0,2 mi de medio completo, en presencia de
diferentes agentes. La proliferación celular se determinó por incorporación
de JH-timidina {Radiochemical Centre Ltd., Amersham, GB) en el ADN
celular, tras un pulso de 18 horas con 1 ¿JC i/pocilio, antes de la finalización
del cultivo. Las células se recogieron sobre filtros (Filtennats, Skatron AS,
Noruega) utilizando un colector semiau tomé tico (Skatron, EE.UU.)* La
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radiactividad incorporada no midió por espectrometría de centelleo <»n un
contador Raek-Bcta 1212 (LKB, Suecia).
3.3. Aditivos —paofcil— utilisados en tos cultivos
- 12» 13 phorbol dibutirato (PBBu^ (Sigma): se disolvió en dimetüsulfóxido
(DMSO) a una concentración de 1 mg/ml y se mantuvo a -40°C hasta su
uso. En los cultivos se empleó a una concentración final de 50 ng/ml.
- Interleuquina 2 recomblnante humana (rIL-2) (Boehringer Mannheim
Gmbh, Mannheim, RFA): se empleó a una concentración final de 30 Ul/ml.
- Afidocolina (Sigma): se disolvió en DMSO a una concentración de 2,5 mg/ml
y se empleó en los cultivos a una dilución final 1:1.000.
- Colcemida (Detnecolcina) (Gibco, Paisley, Escocia, GB): se empleó a una
concentración final de 30 ng/ml.
4. ANTICUERPOS MONOCLONALES
En las Tablas II y III se indican los AcMos utilizados en este trabajo,
los ant¡genos que reconocen y su procedencia.
4 .1 . Producción y purificación de AcMos
Para producir AcMos se cultivaron hibridomas en medio completo
utilizando sistemas de cultivo estacionarios. El sobrenadante de los cultivos
se recogió periódicamente (cada 2-4 días) y la concentración de Ac se
determinó por ELISA. Para obtener grandes cantidades de AcMos, los
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TABLA II. Descripción de los Ac mon utilizados «o esto trabajo
ANTIGENO ifIBRIDOMA ESPECIE ISOTIPO
CDla
CDlb
CDlc
CD2
CD3€
CD4
CD8
CD25
CD45RA
CD45R0
CD58
HLA A, B , C
HLA DR
TCRB
NA 1/34
NU-T2
M241
TS2/18.1
SPvT3b
HP2/6
B9.4.2
MARIOS
111-1C5
UCHL1
TS2/9.KLFA-3)
W6/32
Q2.70
4WF.5B
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
ratón
Ibílt)
93
94
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
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TABLA III. Descripción de los Ac monocionales comercial»* militados en este
trabajo
ANTIGENO HIBRIDOMA ESPECIE ISOTII*O SUMINISTRADOR
*Q CORJUCAOOS
TCM
l M
poc-a»
vm-u.j
r«lon
ratos
ratar.
1*31
1931
T Cali «e
coa T i l
HTllO
• 1
JhCT-1
214
tKKLl
LJ41
latir)
rafean
ratta
ratón
ratón
rat4a
rata»
ratón
r«t«n
ratón
Coaltar
Oako
Dafco
Coaltar
Coaltar
MBXMÍ
!•"•(*)
Coultar
•acton
con noonmum
SJM KBVJ
74
CDJ4
• Mi
88 oro/10
rutón
ratón
ratón
ratón
ratos
ratón
ratón
iMBiunotach
Coaltar
Coaltar
Dafco
IflCK») Coaltar
coaltar
hibridomns correspondientes (10*-10T) se inocularon iniraperiloncalnwntc *
ratones isogenicos, preinyectados 7 días con 0,5 mi de prisiano. El liquido
ascitico recogido se analizó mediante eLectroforesis en geles de «garosa.
La purificación de los AcMos (presentes en los sobrenadantes de
cultivo y en los fluidos ascítícos) empleados en este trabajo, se realizó
mediante cromatografía de afinidad, utilizando columnas de 1 mi de proteína
A-Sepharosa (Pharmacia, Upsala, Suecia). Para ello, después de un lavado
inicial de equílibración con 10 volúmenes de PBS (pH 8) , se aplicó la muestra
de escitis o sobrenadante, previamente filtrada (0,45 nm). Tras otro paso de
lavado se eluyó la pro teína adsorbida con tampón glicina 0,1 M; pH 2,5;
monitorizando la absorbancia del elufdo a 280 nm. El pH de las fracciones de
interés se neutralizó con Tris 2M (pH 8) , dializándolas a continuación frente
a PBS durante 48 horas.
Los AcMos con poca afinidad a proteínn A se purificaron mediante
cromatografía de intercambio iónico en DEA E-celulosa. Las muestras se
equilibraron antes de su aplicación con el buffer inicial (fosfato 10 mM, pH
7,2) mediante diálisis durante 24 horas, o mediante filtración en gel
(Sephadex 25). Para la elución se empleó un gradiente de 10 a 200 mM.
La concentración de los AcMos purificados se determinó mediante ELISA
y su pureza por electroforesis en geles de agarosa.
4 . 2 , Conjugación de AcMos con i.sotiooiannto de fluoresceína
Los AcMos NA1/34 y W6/32 purificados se dializaron durante 48 horas
a 4°C frente a un tampón de mareaje (ácido bórico 0,05 M; NaCI 0,2 M; pH
9,2) . La reacción de mareaje se realizó a temperatura ambiente durante 2
horas, añadiendo 20 M¡ de una solución do KITC (5 mg/tnl) (Eastman,
Rochesler, NY, EE.UU.) en DMSO, por cada mg de AcMo. Las moléculas de
FITC no unidas se eliminaron mediante diálisis frente a Tria-HCI 0,1 M; NaN,
0,1%; pH 7,4 durante 48 horas.
4 .3 . Preparación de inmunoadsorbentes mediante el acoplamiento do AcMos
a Sepharosa 4B
Los experimentos de inmunoprecípitación se realizaron con
inmunoad sorben tes preparados mediante el acoplamiento de los AcMos
NA1/34, W6/32, 4WF y SPvT3b (Tabla II) a Sepharosa 4B activada con CNBr
(Pharmacia). Los AcMos purificados se dializaron frente a un tampón de
acoplamiento (NaOHCO, 0,1 M; NaCI 0,5 M; pH 8,3) durante 24 horas a 4°C.
La Sepharosa 4B se lavó 3 veces con HCI 1 mM (200 ml/gT), posteriormente
se añadió la solución de proteínas, en una proporción aproximada de 15
mg/gr de Sepharosa y se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente con
agitación. El porcentaje de acoplamiento estimado mediante lectura
espectrofotométrica (AJÍ0) osciló entre un 80 y un 90%. Los grupos activos
libres se bloquearon mediante incubación durante 2 horas con una solución
de glicina 1M, pH 8. Posteriormente, los inmunoadsorbentes se lavaron con
3 cíelos de tampones de diferente pH (acetato 0,1 M; NaCI 0,5 M; pH 4 y Tris
0,1 M; NaCI 0,5 M; pH 8) y se resuspendieron (1:1) en tampón TSA (Tris-
HC1 10 mM; NaCI 150 mM; NaN3 0,02%; pH 7,4).
5. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA
5.1. Estudio do antigunos de superficie oolular
El estudio de antigenos de membrana sobre células en suspensión se
realizó mediante técnicas de inmunofiuorescenoía directa (IFD) o indirecta
(IFI). En la técnica indirecta 0,5-1x10* células se Incubaron con el AcMo
correspondiente, en condiciones de saturación» durante 25 minutos a 4°C.
Después de 2 Lavados se incubaron con un segundo anticuerpo [fracción
Fíab')^ de cabra anti-IgG de ratón conjugado con FITC (Sigma), durante 45
minutos a 4°C. Después de 3 lavados, las células se resuspendieron en 300
JJ] de PBS suplementado con FCS al 1% y NaNj al 0,02%, y se analizaron en un
citofluorómetro de flujo (CF). En todos los casos se realizaron controles
omitiendo el primer anticuerpo.
En las tinciones directas, generalmente de doble fluorescencia, las
células (0,5-1x10*) se incubaron con cantidades apropiadas de AcMoa
conjugados con FITC y con PE. Después de 3 lavados se resuspendieron en
PBS-FCS1% y se analizaron en un CF (Apartado 5.4.)-
5.2. Estudio del ciclo celular
Para el análisis del contenido de ADN las células (1-2x10*) se fijaron
previamente con una solución de parafortnaldehído (PF) al 1% en PBS,
durante 1 hora. Después de un lavado se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente en PBS con Tritón X-100 al 0,1% (Boehringer
Mannheim), RNAsa A (250 Mg/ml) (Sigma) e ioduro de propidio (IP) (5
jig/ml) (Sigma), analizándose a continuación en un CF.
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5.3. Estudio simultaneo do anUgpnoa do superficie y ciclo celular
Para el estudio combinado de un Ag de membrana y del contenido de
AON, se realizó inJcialmente el mareaje de superficie mediante IFI con FITC
y, a continuación» tras un paso de fijación durante una hora con PBS-PF1%,
las células se permeabilizaron y se trataron con IP (como previamente se
indica).
Para el estudio simultáneo de dos antígenos de superficie y contenido
de ADN, el mareaje de membrana se realizó mediante IFDt empleando AcMos
conjugados con FITC y con PE. Tras el paso de fijación las células se
incubaron durante 90 minutos en PBS con Tritón X-100 (0,025%), RNAsa A
(250 /ig/ml) y 7-Amino-actinomÍcina D (25 jig/ml) (Sígma) y se analizaron en
un CF. La 7-AAD es un fluorocromo que se excita a 488 nm, cuya emisión es
compatible con las emisiones del FITC y de la PE, utilizando los filtros
adecuados (106).
5.4. Análisis citofluoroaiétríco
Los estudios se realizaron en un EPICS Profile (Coulter Electronics,
Hialeah, FL, EE.UU.) equipado con un láser de argón (488 nm). Los
acotamientos se establecieron según los parámetros de dispersión frontal
(Forward light scatter) y de dispersión ortogonal (90° light scatter) . Para
los estudios con dos (FITC y PE o FITC y IP) o tres fluorocromos (FITC, PE
y 7-AAD) se empleó la configuración óptica y la combinación de filtros
previamente descrita (106, 107). Teniendo en cuenta que la aglutinación
celular puede originar inexactitud en la determinación de los índices de
proliferación, en estudios del contenido de ADN celular UP ó 7-AAD) w»
construyeron histogramas dobles con la fluorescencia del ADN (fluorescencia
lineal vg señal pico de fluorescencia) a fin de excluir los dobletes presentes
en la suspensión celular. Los datos recogidos tras el análisis de las muestras
se almacenaron en "List mode" y estudios posteriores para demostrar la
correlación entre los diferentes parámetros analizados, fueron realizados
mediante el programa de análisis citológico EPICS Élite (versión 2.21)
(Coulter Electronics).
G. AISLAMIENTO Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS
6.1. Mareaje de proteínas de superficie con m I
Para el mareaje de proteínas de membrana las células (10?) se lavaron
3 veces con PBS, pH 7,4 y se marcaron con 1 mCi de 125INa (Amershaai)
empleando como reactivo iniciador IODO-BEADS (Pierce, IL, EE.UU.) (108).
Tras el lavado y secado de las bolas (2 por mareaje} sobre papel Whatman, se
incubaron durante S minutos a temperatura ambiente en 200 ¿il de una
solución de PBS con 1 mCi de i25INa. Al finalizar este tiempo se añadieron las
células en 200 pl del mismo tampón y se mantuvo la reacción durante 15
minutos. Posteriormente se lavaron las células 3 veces con RPMI 1640.
6.2. Mareaje metabólico
Se empleó como solución de mareaje medio RPMI 1640 carente de
metionina y cisteína (Flow), siguiendo el protocolo siguiente: 107 células se
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Lavaron 2 veces en et medio di- mareaje y se resuspendiaron en 1 mi d<*l mismo
rm'dío. Huplcrmuitado con un 5% de FCS (dlalizado frente a solución salina),
L-glutamina 2 mM, penicilina 200 Ul/ml y estreptomicina 200 f/g/ml, y se
incubaron a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente se añadieron 100 ¿iCi
de"S-Met:Cys (Tran"S-labetw, ICN Biomedíeals, Inc. , CA, EE.UU. y y se
prolongo 1a incubación durante 90 minutos a 37°C, con agitación ocasional.
Las células se sedimentaron por centrifugación, y se incubaron durante 30
minutos en RPMI 1640 con un 10% de FCS a 37°C, antes de proceder a la lisis
celular.
6 .3 . Solubilización de proteínas celulares
Para la solubilización de proteínas celulares marcadas con ;í5I o con
" S , se emplearon loa detergentes no iónicos Tritón X-100 ó Tritón X-114
(Boehringer Mannheim), respectivamente. Las células marcadas
radiactivamente se lavaron dos veces (SOOxg, 5 minutos a 4°C) con lampón
TSA y se resuspendieron en 1 mi de tampón de lisis Trís-HCl 20 mM; NaCl 150
mM; EDTA 2 mM; pH 7,4; Tritón X-100 ó Tritón X-H4 al 1% e Inhibidores de
proteasas: APMSF 50 tiM (Boehringer Mannheim), leupeptina 10 ¿¿g/ml
(Sigma), iodoacetamida 5 mM (Sigma) y aprotinina 10 Mg/ml (Bayer, RFA).
Tras incubar durante 30 minutos a 4DC con agitación ocasional, los Usados se
centrifugaron a 4°C durante 10 minutos a lO.OOOxg- En Usados procedentes
de mareaje metabólieo el sobrenadante obtenido se centrifugó posteriormente
durante 30 minutos a lOQ.OOOxg (4°C).
El sobrenadante final de los Usados celulares obtenidos con Tritón X-
114 se dividió en dos alícuotas de 0,5 mi que se depositaron sobre 250 /JI del
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lampón d« Usado, al que se habla añadido Tritón X-114 (0,5%) y sacai
(10%), separándose las fases acuosa (A) y detergente (D) tras Incubación a
37°C durante 3 minutos. La fase D se obtuvo en el fondo del tubo tras
centrifugar a 4.0O0xg, durante 3 minutos a 20°C.
La fase A se sometió a un nuevo ciclo de extracción tras la adición de
50 |¿1 de Tritón X-I14 al 10%. Las fases D generadas se mezclaron y
resuspendieron en 600 ni de lampón TSA, mientras que la fase A se
reconstituyó con 50 pl de Tritón X-114 al 10%. Ambas fases se emplearon en
los experimentos de inmunoprecipitacíón.
6.4. Inmunoprecipitación de antigenos radiotnarcados
Los sobrenadantes radiomarcados (1JSI ó "S) se sometieron a 2 pasos
sucesivos de preadsorción durante 2 horas a 4°C, primero con SOjil de una
solución 1:1 de proteína A-Sepharosa en tampón TSA, y a continuación con
25 /JI de una solución 1:1 de IgG humana (Bayer) unida a Sepharosa 4B en el
mismo tampón.
Los sobrenadantes preadsorbidos se dividieron en 2 alicuotas iguales,
añadiendo a cada una de ellas 15 ;/l de una suspensión (1:1) de 4WF ó
SPvT3b-Sepharosa, e incubándolas durante 2 horas a 4°C con agitación. Las
fracciones no adsorbidas se trataron en idénticas condiciones con W6/32 ó
NAl/34-Sepharosa. Los sedimentos se obtuvieron por centrifugación
(2.000xg, 30 segundos) lavándose cinco veces:
a) 1 mi de TSA; Tritón X-100 ó X-114 0,5%; BSA 0,1%; 2 lavados
b) lml de TSA, 2 lavados
c) lml de Tris-HCl 20 mM; pH 7,4; 1 lavado
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Posteriormente# se añadieron 20-50 ;Í] do «impon de carga (Trlu-HCI
65 ol í ; pH 6,8; SDS 4%, 2Ü-nn» roa p tóela no! 1%, glicerol 10%, muí do
brotnofenol 0,01%) sobre los inmunoprecfpitados y se incubaron a 100°C
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se analizaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida (12,5%) en presencia de SDS (SDS-PAGE), según
el método de Laemmli (109). La detección de los an tí genos radio marca dos se
realizó mediante autorradiografía con pantalla intensífícadora i"'l), o
tratamiento fluorográfico (15S) tras inmersión en PPO-DMSO (110).
7. AISLAMIENTO DE ARNm
Para el aislamiento de ARN mensajero (ARNm) se empleó el sistema
QuickPrepMicro (Pharmacia). Las células (5x10*) se Usaron con una solución
que contiene isotiocianato de guanidio y N-dodecil-sarcosina, y a partir del
extracto obtenido se purificó el ARN poli (A)' por afinidad con celulosa-
oligo(dT). Tras el lavado con soluciones de salinidad decreciente, el ARNm
se eluyó con agua y se purificó mediante precipitación con acetato potásico
y etanol absoluto.
8. SÍNTESIS DE LA PRIMERA CADENA DE ADNC Y AMPLIFICACIÓN DE
TRANSCRIPTOS ESPECÍFICOS (TCRa Y TCR&) POR PCR
Para la síntesis de una cadena de ADN complementaria del ARNm se
empleó la transcriptasa inversa del virus de la leucemia mu riña Moloney,
utilizando como cebador una cadena de poli(dT) (Sitema First-Strand cDNA
Syntheis Kit, Pharmacia).
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Cono sustrato par» efectuar una reacción en cadena de poUtnenasa
(PCR) se emplearon diluciones sucesivas (1:10) de la solución de
ARNm/ADNc, y como cebadores específicos loa indicados en la Tabla IV
(amablemente proporcionados por el Dr. A. Plaza. Clínica Puerta de Hierro).
La reacción se realizó en las siguientes condiciones: IJJI de la solución
ARNm/ADNc, 0,625 unidades de Taq- poli me rasa (Promega, Madison, WI,
EE.UU.) y 10 ptnol de cada cebador fueron incubados en 25 ¿ti ¿e tampón de
PCR (Tris-HCl 10 mM; pH 8,3; KC1 50 mM; MgCl2 1,5 mM y dNTPs 0,2 mM)
(Promega). Como parámetros de amplificación se utilizaron: un ciclo inicial
de desnaturalización (90 segundos a 94°C) y 30 ciclos de 15 segundos a 94°C
(desnaturalización); 30 segundos a G0°C (hibridación) y 60 segundos a 72°C
(extensión), seguidos por un último periodo de extensión de 7 minutos a
72°C. Los productos de amplificación (fi-Actina 1.126 pares de bases (pb),
TCRa 101 pb y TCRÜ 379 pb) se analizaron mediante electroforeáis en goles
y tinción con bromuro de elidió.
Tabla IV.
Cebador Secuencia
Origen/
Referencia
G-Actin,a*«na*
Q-ACtltlÁJOtlHM*
TCRa»,» (HCA)
TCRfl.«» (HCB)
(AHCB)
S'ATGGATGATGATATCGCCGCGS'
S'CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGGGCC3'
5TCAGCCCAGAAAGTTCCTG3f
5'ATTCGGAACCCAATCACTG3T
5'CGAGGTCGCTGTGTTTG3'
5fCGAGGTAAAGCCACAGTCTGCTCTA3'
Clontech (11 i )
Clontech (111)
Dr. A. Plaza
Dr. A. Plaza
Dr. A. Plaza
Dr. A. Plaza (112)
RESULTADOS
1. DIVISIÓN CKMJIJVR KN TIMO HUMANO
1.1, Estudio simultaneo del contenido de ADN y de la expresión do un
antigeno de membrana
El análisis del ciclo celular en timocitos humanos de individuos roenoi
de 5 años, mediante tinción del ADN celular con ioduro de propidio (IP),
reveló que un 11,5 t 1,8% de las células {media de 10 experimentos
diferentes) están en división {fases S/G2/M). Para intentar definir las
principales poblaciones en proliferación, se estudió la correlación entre
fenotipo y ciclo celular en preparaciones de timocitos totales. Tras el mareaje
de diferentes antigenos de superficie (inmunofluorescencia indirecta) las
células se fijaron, pertneabilizaron y se trataron con IP. En la Figura 1 se
muestran los histogramas de doble fluorescencia (contenido de ADN v»
expresión de diferentes antigenos de membrana), donde se observa que la
mayoría de las células en división expresan las moléculas CDla, CD4, CD8 y
CD45R0» y no expresan CD45RA. Hay que señalar que el método empleado
probablemente no permite identificar con precisión las células CD45RA* en
fases S/G2/M, dado que sólo un 3,6% de los timocitos totales,
fundamentalmente pretimocitos y algunas células medulares en reposo (113,
114), expresan esta molécula (media de 5 experimentos diferentes).
La expresión de moléculas MHC de clase I (HLA) y de CD3 en timocitos
humanos es característicamente trimodal, existiendo células que no expresan
los antígenos y otras que los expresan con baja (B) o alta (A) intensidad
(66). Para definir con precisión el nivel de expresión de ambas moléculas en
las células en división, se establecieron sobre los histogramas de doble
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Figura 1. Estudio simultáneo de la expresión de un antígeno de membrana y
del contenido de ADN en timocitos totales humanos, tras el mareaje de
diferentes moléculas de superficie (CDla, CD4, CD8, CD45RA y CD45RO)
mediante inmunofluorescencia indirecta (FITC) y tratamiento con IP. Los
datos se expresan en histogramas de doble fluorescencia: FITC (ordenadas)
vs IP (abscisas). La intensidad de fluorescencia del FITC se representa en
escala logarítmica y la intensidad del IP en escala lineal. En el control, la
linea discontinua representa el límite entre tinción negativa y positiva, y la
linea continua separa las células en fases GQ/G1 y S/G2/M.
fluorescencia (contenido de ADN vs expresión de CD3 ó HLA) ventanas do
análisis, generadas a partir del perfil de expresión de cada molécula de
membrana, que permitiesen discriminar entre la mitad superior (SUP) e
inferior (INF) de las regiones de baja (B) y alta expresión (A).
Como se observa en la Figura 2A, el 94% de las células en fases S/G?/M
son HLA', situándose el 76% de las mismas en la parte superior de la región
de baja expresión {nivel de expresión HLA %JWU*).
Con respecto al CD3 (Figura 2B) la mayoría de las células en división
(87,5%) no expresan esta molécula o lo hacen a unos niveles extremadamente
bajos.
1.2. Estudio simultaneo del contenido de ADN y de la expresión de dos
antigenos do membrana
A lo largo del desarrollo intratimíco la expresión y modulación secuencial
de diferentes moléculas de superficie origina una gran heterogeneidad
fenotípica, lo cual dificulta la interpretación de tos datos que relacionan ciclo
celular y expresión de antigenos únicos. Por ello, y para definir con mayor
exactitud las principales subpoblaciones tímicas en división, se analizó
simultáneamente la expresión de parejas de antfgenos empleando técnicas de
inmunofluorescencia directa (FITC y PE}, y el contenido de ADN mediante
tratamiento con 7-Amino-actinomicina D (7-AAD) de las células marcadas. A
partir de los perfiles del contenido de ADN de la población se establecieron
ventanas de acotamiento sobre las células en fases Go/G, ó S/G /M,
analizando a continuación el fenotipo de las células situadas en cada fase del
ciclo,
CONTENIDO ADN
Figura 2. Estudio simultáneo del contenido de ADN (IP) y de la expresión de
HLA (A) ó CD3 (B) en timocitos totales humanos mediante inmuno-
fluorescencia indirecta. Los valores numéricos representados sobre la
proyección de los perfiles de expresión (FITC) indican el porcentaje de
células en cada región. En los histogramas bi dimensionales (FITC vs IP) los
valores numéricos reflejan el porcentaje de células en división ('S/G /M) en
cada ventana de análisis.
Lo* timocitos en rases GQ/G1 muestran un patrón de expresión do lo*
antlgenos analizados (Figuras 3A, 4A y C) muy similar al observado en las
preparaciones de timocitos totales. En lo que respecta a la expresión de las
moléculas CDla y CD3, se observa que la mayoría de las células en Tases
S/G2/M (Figura 3B) expresan CDla (94%) y no expresan CD3 (85%). Un 9% de
ios timocitos en división son CDla* y expresan niveles muy bajos de CÜ3,
mientras que un 6% no expresan ninguna de las dos moléculas (CDla'3'). Es
importante señalar que no hay células en división dentro de La región CDla'3*
(Figura 3B), donde se sitúan un 7% de las células tí micas (media de 10
experimentos).
La mayoría de Las células en división expresan HLA con niveles
intermedios /al tos, y son CD3 (84%) o expresan niveles muy bajos de CD3
(12%) (Figura 4B). En la Figura 4E se superponen los perfiles de expresión
de HLA de las células en fase G /^Gj y S/Ga/M, lo que permite identificar con
precisión el característico nivel de expresión de los timocitos en división
(HLA 1 / W ) .
Las moléculas CD4 y CD8 aon expresadas simultáneamente por La mayoría
de los timocitos (78%). Sin embargo, solamente un 65% de las células en fase
S/G2/M coexpresan ambas moléculas. Un porcentaje Importante de células en
división (25%) son CD4*8 , y un 10% no expresan ninguna de estas moléculas
(CD4 8 ) (Figura 4D). Es importante reseñar que las células CD4'8* en
división expresan la molécula CD4 de forma homogénea, con un pico único de
alta intensidad, mientras que en las células positivas simples la expresión es
mucho más heterogénea (Figura 4F). Es igualmente destacable la existencia
de un porcentaje variable (6%) de células CD4* en división que expresan
niveles bajos de CD8 (CD4*8') (Figura 4D).
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Figura 3. Estudio simultáneo de la expresión de dos anti genos de membrana
y del contenido de ADN en timocitos totales humanos tratados con anti-CDla-
FITC, anti-CD3-PE y 7-AAD. Sobre los perfiles de ADN (7-AAD) se
establecieron ventanas de acotamiento, analizando el fenotipo (FITC va PE)
de las células en fases G<JGl (A) y S/G?/M (B). Los valores numéricos
indican el porcentaje de células en cada cuadrante.
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Figura 4. Estudio simultáneo de la expresión de dos antigenos de membrana
y del contenido de ADN en timocitos totales humanos tratados con anti-HLA-
FITC/antí-CD3-PE (A y B) o anti-CD4-FITC/anti-CD8-PE (C y D) más 7-
AAD. Sobre los perfiles de ADN (7-AAD) se establecieron ventanas de
acotamiento, analizando el fenotipo (FITC vs PE) de las células en fases
Go/G ( A y C ) y S / G 2 / M ( B y D ) , Los valores numéricos indican el porcentaje
de células en cada cuadrante. E: superposición de los perfiles de expresión
de HLA de las células en fase GJG1 y S/G /M (rayado). F: superposición de
tos perfiles de expresión de.CD4 de las células CD4*8" y CiD4*8* (rayado) en
fases S/G /M.
2 . AISI.AM1KNTO Y CARÁCTERIZACtON DK SUHPOBI-ACIONKS T1MICAS
INMADURAS
datos anteriores indican que la proliferación intratantes ocurra en
estadios tempranos del desarrollo, principalmente en células corticales y
precorticales. Teniendo en cuenta que la contribución de algunas poblaciones
muy minoritarias ai conjunto de células en división puede resultar
indeteclable, hemos purificado diversas subpoblaciones tí mi cas inmaduras en
diferentes estadios de diferenciación, utilizando métodos de selección
negativa con AcMos más complemento para determinar el estado del ciclo
celular y definir aspectos fenotipicos y funcionales de las mismas.
Las poblaciones tímicas analizadas son descritas como timocitos
doblemente negativos (DN) o pretimocitos (PT), timocitos triple negativos
(TN), timocitos CD3 4 , CD3 8 y timocitos corticales (CD3 HLA ) (Tabla I ) .
2. ] . Caracterización fi
£1 estudio fenotípico se realizó mediante técnicas de inmunofluoresoencia
directa. En todos los casos la contaminación residual por células que
presentaban los marcadores de selección fue menor del 3%.
2 . 1 . 1 . Pretimocitos
Los precursores linfoides más tempranos se obtuvieron por eliminación
selectiva de las células que expresaban las moléculas CDla, CD3, CD4, CDS
y moléculas MHC de clase II (DR). La población obtenida expresa
mayoritariamente CD2 (90%) y HLA con alta intensidad (HLA*) (97%), y en
menor proporción los antigenos CÜ45RA (60%), CD34 (30%), CDS (30%),
CD45RO (18%) y CD2S (2%) (Figuras 5B y 6A-B). Es importante señalar que
en las preparaciones obtenidas se observa siempre una proporción variable
(3-6%) de células CD56* (Figura 13).
2 .1 .2 . Timocitos triple negativos
Los timocitos TN se seleccionaron como células CD3 4 8 DR . El estudio
fenotípico (Figuras 5C y 6A-C) índica que la población obtenida es
relativamente homogénea, existiendo escasas variaciones fenotipioas entre las
distintas muestras estudiadas.
La curva de expresión de la molécula CDla presenta un patrón trimodal,
que corresponde a células que no expresan el marcador (44%), y dos
poblaciones que expresan niveles intermedios (21%) o altos (35%). Le tinción
con anti-HLA muestra dos poblaciones, una mayoritaria (52%) HLA* y otra
menor (45%) con niveles de expresión intermedios /altos (HLA1/KUP). Las
células CD45RA* constituyen el 35% y las CD45RO* el 55% de la preparación de
timocitos CD3 4 8 . Del resto de los marcadores estudiados se expresan con
niveles significativos CD2 (92%) y CDS (65%).
2 .1 .3 . Timocitos CD38'
Las suspensiones de células CD3 8" que se obtuvieron por eliminación
selectiva de los antigenos CD3, CD8 y DR, constituyen preparaciones
homogéneas y numéricamente significativas, cuyo rendimiento durante los
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Figura5. Análisis fenotípico de timocítos totales (A) , pretimocitos (CDla 3 4
S") (B) , timocítos TN (CD3 4 8 ) (C), CD3 4 (D), CD3 8 (E) y CD3 HLA
(P) . Los resultados obtenidos tras tratamiento con AcMos conjugados con
FITC se expresan en histogramas, donde las ordenadas representan el
número de células y las abscisas la intensidad de fluorescencia en escala
logarítmica.
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Figura 6. A: Análisis fenotfpíco de timocitos totales (A) , pretímocítos (CDla
3 4 8 ) (B), timocitos TN (CD3 4 8 ) (C), CD3 4 (D), CD3 8 (E), y CD3
HLA' (V). Los resultados obtenidos tras tratamiento con AcMos conjugados
con PE se expresan en histogramas, donde las ordenadas representan el
número de células y las abscisas la intensidad de fluorescencia en escala
logarítmica. B: Estudio de la expresión de las moléculas CDla y CD8 en
timocitos CD3'4" tras tinción por inmunofluorescencia directa (anti-CDla-
FITC y anti-CD8-PE). Los valores numéricos indican el porcentaje de células
en cada cuadrante.
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Figura 7. Análisis fenoUpico de timocitos CD38" tratados con anti-HLA-
FITC/anti-CD4-PE (A), anti-CDla-FITC/anti-CD4-PE (B), antí-CD4-
FITCMnti-CD34-PE (C), y anti-CD4-FITC/anti-CD45RA-PE (D). Los valores
numéricos indican el porcentaje de células en cada cuadrante.
(Figura 7B).
Los tlmocitosCD3 8 expresan niV«IM «preciables de CDlb (54%) y CDlc
(49%), siendo mínima la expresión de CD45RA (6%) y CD34 (5%). No se
detectan células CD25' (Figuras SE y 6A-E). Estudios adicionales de doble
mareaje indican que la mayoría de las células CD45RA* y CD34* son CD4
(Figuras 7C y D). No se observan prácticamente células CD4*34* (0,4%) pero
existe una fracción celular CD4"RA", cuya proporción (2%) es similar a la de
la población CDla 4"HLAA mencionada anteriormente.
2 .1 .4 . Timocitos CD34'
La población CD3 4" es mucho más heterogénea fenotipjcamente que la
anteriormente descrita {CD3 8 } , y contiene solamente un 10% de células CDB'
(Figuras 5D y 6A-D). El mayor porcentaje de células CD45RA' (60%) y HLA*
(70%) y el escaso número de células CDla* (30%), CD5" (38%) y CD45RO*
(44%), indica que la preparación esté muy enriquecida en precursores timicos
(PT y TN). No obstante, los estudios de doble mareaje demuestran que las
células CD8* expresan altos niveles de CDla (Figura 6B}, lo que descarta que
representen una población precursora.
2.1-5. Timocitos corticales
Los timocitos corticales, obtenidos por eliminación selectiva de las
moléculas CD3, HLA y DR, representan la población tímica predominante.
Constituyen una población homogénea que expresa mayoritainamente las
moléculas CDía (99%), CDlb (86%), CDlc (84%), CD2 (99%), CD4 (99%), CD5
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Figuras. Análisis del contenido de ADN de tímocítos totales (A), pretimoeitos
(CDla 3 4 8 ) (B), timocitos TN (CD3"4"8"> <C), CD3 8" (D), CD3HLA (E),
y CDla <F), tras tinción con IP. En cada histograma (eje y: número de
células, eje x: intensidad de fluorescencia en escala lineal) se indica el
porcentaje de células en fases S/G,/M. Se muestra un experimento
representativo de 8 realizados en subpoblaciones purificadas, y de 10 en
timocitos totales.
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preparación®» de células medulares contienen un número variable de
pn? ti mocitos contaminantes,
2 .3 . Estudio comparativo de la proliferación espontánea SJBJ tiroocitot* CD3 8
y en tiimcjtos
Aunque el análisis del contenido de ADN celular en subpoblaciones
timicas refleja la existencia de diferencias en la proporción de células en
distintas fases del ciclo, no aporta información directa sobre La cinética del
proceso de división celular en los diferentes compartimentos tímieos. Por ello,
se analizó (in vitro) la proliferación espontánea de diferentes
subpoblaciones, su evolución y el efecto sobre la misma de diferentes agentes
capaces de bloquear selectivamente a las células en diferentes estadios del
ciclo celular. Como agentes antimitóticos se utilizaron la colcemidn (CM),
derivado de la colchicina ampliamente usado para inducir bloqueo en meta/ase
(G,/M), y la afidocolina (APh), inhibidor <!<• ln ADN politnerasa a para inducir
bloqueo en G / S (116, 117).
El estudio se realizó en timocitos CD3 8 y en tímoejtos corticales {CD3
HLA ) , que presentan proporciones relativamente elevadas de células en
fases S y Ga/M, respectivamente (Figura 8) . Para ello, se incubaron 10*
células en microplacas de 96 pocilios con medio completo sin aditivos y en
presencia de APh o CM, determinando la incorporación de 'H-tfmidina a las
18, 40 y 70 horas del inicio del cultivo, tras un pulso de 18 horas en
presencia del precursor radiactivo.
Como se observa en la Figura 9, a las 18 horas de cultivo los timocitos
CD38" presentan una tasa de proliferación espontánea 5 veces mayor que la
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Figura 9. Incorporación de 3H-timidina por timocítos CD3'8" (A) y CD3HLA"
(B) cultivados en medio sin aditivos y en presencia de 30 ng/ml de colcemida
(CM) ó 2,5 Mg/ml de afidocolina (APh}, a las 18, 40 y 70 horas del inicio del
cultivo (tras un pulso de 18 horas en presencia del precursor radiactivo).
de los timocitos CD3 HLA . A t u 40 horas de cultivo la tasa de proliferación
de la población í'I)3 8 y de la población cortical es un 26% y un 30%,
respectivamente, de La proliferación inicial (18 horas)» y • las 70 horas los
valores son indelectables en ambos casos.
En presencia de APh la proliferación se reducá desde el inicio del
cultivo hasta valores próximos al 5% para la población CD3 8 , y al 15% para
la población cortical (Figuras 9A y B) . En presencia de CM las células CD38'
presentan a las 18 horas una tasa de proliferación un 30% menor que la
observada en los cultivos control, mientras que a las 40 horas el porcentaje
de inhibición es de un 60% (Figura 9A). Por el contrario, la CM no ejerce
efectos significativos sobre la población cortical, que presenta una tasa de
proliferación similar a la observada en los cultivos control (Figura 9B) • Estos
resultados sugieren que un porcentaje significativo de las células CD3 8 ,
inician una segunda fase de división (G^) inmediatamente finalizado el ciclo»
mientras que la mayoría de las células corticales permanecen en estado de
reposo tras finalizar el ciclo.
2 .4 . Respuestas proliferativas en subpoblacioncs tí mi cas
Dado que el papel de la IL-2 sobre la proliferación y diferenciación en
estadios tempranos del desarrollo intratimico es controvertido (118), y que
la activación de la PKC induce la proliferación de los p retí mocitos a través del
sistema IL-2/receptor de IL-2 (IL-2R) (1Í5), en el presente trabajo hemos
analizado las respuestas proliferatívas inducidas, en diferentes
subpoblaciones tímicas, por la IL-2 y a través de la activación de la PKC,
mediante el uso de esteres de phorbol.
2 .4 .1 . Respuestas prollferatlvaa Inducida» por la 1L-2
La adición de IL-2 (10 Ul/ml) induce la proliferación de los
pretimocitos, alcanzando la máxima respuesta durante el sexto día de cultivo.
A partir de este momento la respuesta proliferativa disminuye gradualmente
(Figura 10A). No obstante la adición de dosis suplementarias de IL-2 (en el
sexto día de cultivo) incrementa la respuesta de forma exponencial. En
ausencia de IL-2 ta viabilidad (Figura 10B) disminuye progresivamente, y a
los 9 días del inicio del cultivo la recuperación celular es de un 25%. En
presencia de IL-2 el número de células aumenta progresivamente y a los 6
días de cultivo, coincidiendo con e! punto de máxima proliferación, se ha
duplicado el numero inicial. A partir de este momento la viabilidad disminuye
de forma rápida y progresiva.
Como se observa en la Figura 11, el estudio comparativo de diferentes
subpoblaciones precortícales y corticales, demuestra que la proliferación
inducida por la IL-2 tras 6 días de cultivo, es máxima en pretímocitos
disminuyendo de forma gradual en las poblaciones situadas en estadios más
avanzados, desde un punto de vista madurativo. La proliferación es mínima
en la subpoblación CD3"B~ e indetectable en los timocítos corticales. La
población CD3 4 muestra una importante respuesta proliferativa a la IL-2,
lo cual confirma la presencia de un elevado número de células inmaduras en
la preparación (Apartado 2.1.).
2.4.2. Respuesta proliferativa inducida por ásteres de phorbol
Los esteres de phorbol originan una activación directa y persistente de
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Figura 10. A: Respuesta proliferativa (cpmxlO*1) de pretímocitos (CDla'3'4
8"). Las células (10s) se cultivaron en medio sin aditivos y en presencia de
IL-2 (10 Ul/ml). En algunos experimentos se añadieron cantidades
suplementarias de IL-2 (10 Ul/ml) a día 6. La incorporación de 'H-titnídína
se determinó a los 3, 6 y 9 días del inicio del cultivo, tras un pulso de 18
horas. Se muestra un experimento representativo de cuatro realizados. B:
Recuperación celular (%) de pretiinocitos cultivados a una concentración de
2x10 células/mi en medio sin aditivos y con 10 Ul/ml de IL-2, El contajie y
análisis de la viabilidad celular se realizó por exclusión con azul tripán a los
tiempos indicados.
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Figura 11. Incorporación de 3H-tímídína por pretimocitos (CDla"3"4"8'),
timocitos TN (CD3"4"8 ) , CD3~4~t CD3 8" y CD3 HLA (105) f cultivados
durante 6 días en medio sin aditivos y en presencia de IL~2 (10 Ul/ml). Los
resultados mostrados son la media de 3 experimentos 1 DE.
la PKC, mimo tizando la situación fisiológica inducida tras la activación
especifica de los linfocitos T. Entre los distintos tipos existentes, el phorbol-
dibuttrato (PDBu}) se considera el más especifico dada su menor capacidad
lipofllica (119).
En nuestro trabajo hemos estudiado el efecto de La adición de PDBu a
cultivos de diferentes subpoblaciones inmaduras, valorando los fenómenos de
proliferación inducida y su relación con el sistema IL-2/IL-2R. Para ello se
cultivaron 10* células en presencia de PDBu3 (50 ng/ml), IL-2 (10 Ul/ml) o
ambos, determinándose la incorporación de 'H-timidina después de 3 días de
cultivo.
Los pretimocitos, al igual que los linfocitos T (Figuras 12A y E)
proliferan en presencia de PDBu¡( y la adición de IL-2 no incrementa la
intensidad de la respuesta. Las células corticales (Figura 12C) no responden
a ninguno de los agentes, aisladamente o en combinación, mientras que los
tí mocitos medulares sólo responden al PDBu, si se añade al cultivo II, -2
exógena (Figura 12D). Estos datos confirman los resultados de estudios
previos realizados en nuestro laboratorio ( U 5 ) .
La población precortícal CI)3'8 no responde al PDBu ni a la IL-2
aisladamente, pero muestra una importante respuesta proliferativa en
presencia de ambos agentes, similar a la respuesta de los timocitos medulares
(CDleDR ) (Figura 12B).
3 . VARIACIONES FENOTIPICAS DE LAS SUBPOBLACIONES TDWICAS
PRECORTICALES CULTIVADAS IN VITRO
Los fenómenos de proliferación espontánea e inducida descritos
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Figura 12. Incorporación de lH-timidina por pretimocitos (CDla"3"4'8) (A),
timocitos CD38" (B), CD3HLA" (C), CDla" (D), y linfocitos T (E) (10s),
cultivados durante 3 días en presencia de IL-2 (10 Ut/tnl) , PDBu. (50 ng/ml)
o una combinación de ambos. Los resultados mostrados son la media de 5
experimentos i DE.
anteriormentet deben interpretarse en relación a las variación»* fcnotíplca*
que conforman la maduración funcional de los timocítos. Por «lio, heme»
estudiado las modificaciones que experimentan estas subpoblaciones, con
especial referencia a aquellas moléculas que permiten definir pasos
importantes en el proceso de diferenciación.
3.1* Variaciones fenotípicas espontáneas
Con el objeto de estudiar las modificaciones fenotipicas experimentadas
in vitro por diferentes poblaciones p recorti cales, se incubaron 2x10* células
durante 3 días en medio completo sin aditivos, analizando su fenotipo a las 24
y 72 horas del inicio del cultivo. £1 limitado rendimiento celular de los
cultivos a partir del tercer día, imposibilitó la realización de estudios
fenotipicos durante periodos más largos.
Como se observa en la Figura 13, los pretimocitos (CDla 3 4 8 DR ) no
sufrieron variaciones fenotipicas durante las primeras 24 horas de
incubación. A las 72 horas de cultivo se detectó la expresión de niveles bajos
de CD3, CD4 y CD8. En ninguno de los experimentos realizados se detectaron
células doblemente positivas (CD4*8*), ni se observó la expresión de CDla.
Los timocitos TN (Figura 14) expresan durante las primeras 24 horas de
cultivo cantidades bajas de CD3 (4%), CD4 (12%) y CD8 (4%). Es interesante
reseñar que la molécula CD3 se expresa en las células con altos niveles de
CDla. A los 3 días de cultivo se observan pocas modificaciones fenotipicas
adicionales, fundamentalmente un aumento en el nivel de expresión de las
moléculas ya mencionadas, y una pérdida progresiva de CDla y HLA. En
algunos experimentos se detectó, a Las 72 horas de cultivo, la aparición de
CD
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un reducido porcentaje de células (7%) que expresaban t»imuKAne«m«»ntí» tas
moléculas C04 y CD8 con baja densidad (Figura 14).
La población CD3 8 es la que experimenta los cambios fenoUpieot» más
significativos durante su cultivo ín vitro (Figura 15). Durante las primeras
18 horas, un 70% de las células recuperadas expresan la molécula CUS, y un
5% de estas células CDla' positivas dobles (CD4*8*) generadas in vitro
expresan CD3, aunque en cantidades mucho menores que las observadas en
timocitos maduros. Durante esta primera fase del cultivo se observa un
incremento del 20% (media de 5 experimentos) en el número de células
recuperadas (Figura 16), disminuyendo la proporción de células viables a
partir de este momento. £1 tamaño celular de la población, estimado por
citometria de flujo según los valores de dispersión frontal (LFS), también
disminuye progresivamente conforme avanza el tiempo de cultivo,
aproximándose a los valores característicos de los timocitos corticales (Figura
15). Durante el periodo de incubación el porcentaje de células que expresa
bajos niveles de CD3 aumenta hasta un 15% a las 40 horas del inicio del
cultivo, mientras que el porcentaje de células CD4*8* se mantiene estable. No
obstante a las 40 horas se aprecia un incremento significativo en el nivel de
expresión de la molécula CD8 (con respecto a lo observado a las 18 horas).
Las células mantienen el CDla y muestran un descenso gradual en Ha
expresión de moléculas MHC de clase I. El estudio del contenido de ADN
indica que a las 18 horas un 75% de la células están en fase de reposo (GQ/G1)
y un 25% están en fases S/G2/M (Figura 15). Es interesante destacar que
aunque las células CD8* se localizan fundamentalmente en fases Go/G1 (50%),
representan la mayoría de las células en fases S/G2/M (20%). A las 40 horas
del inicio del cultivo prácticamente todas las células están en fase GofG1- En
OH
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Figura 15. Estudio del tamaño y complejidad celular (LFS vs LSS) „ expresión
de moléculas de superficie y contenido de ADN de timocítos CI)3 8 ,
cultivados a una concentración de 2x10* células/ml en medio sin aditivos. Las
células se recogieron a los tiempos señalados, estudiando por CF los
parámetros antes indicados tras inmunofluorescencia directa y tratamiento
con IP. Los valores numéricos indican el porcentaje de células positivas para
cada marcador (histogramas sencillos) y el porcentaje de células en cada
cuadrante (histogramas bidimensionales). También se indica (HLA y LFS) el
valor del canal medio de fluorescencia (MC) y el porcentaje de células en las
diferentes fases del ciclo celular. Se muestra un experimento representativo
de 8 realizados.
70
200
* 0
Figura 16. Recuperación celular (%) de timocitos CD3 8 cultivados a una
concentración de 2x10* células/mi, en medio sin aditivos y en presencia de 30
ng/ml de colcetnida (CM) ó 2,5 nglnñ de afidocolino (APh). El contaje y
análisis de la viabilidad celular se realizó por exclusión con azul tripán a los
tiempos indicados.
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el estudio realizado a los 72 huras no se observan modificaciones adicionales.
El proceso de conversión fenotipica espontanea que experimentan los
timocitos CD3 8 (CD3 4'8-CD3a4V) indica que esta población praoottical en
división, representa un estadio transicional en proceso de diferenciación
hacia el estadio cortical • En este sentido la convergencia de ambos fenómenos
en el estadio CD3 8 ofrece la oportunidad única de estudiar las posibles
relaciones entre ambos procesos. La correlación que existe entre el
porcentaje de células que expresan CD8 durante el período de cultivo (70%),
y la proporción de células en fase S (60%) que se observan en los perfiles de
ADN básales (Figuras 8D y 15), sugiere que ambos procesos
(división/diferenciación) estén asociados, lo que viene apoyado igualmente
por la observación de que a las 18 horas de cultivo un porcentaje significativo
de las células CD8' están en fases S/G3/M. No obstante, teniendo en cuenta
que los datos derivados del estudio de La proliferación espontánea en
presencia de agentes antftnitóticos, sugieren que una proporción variable de
las células CD3 8 inician un segundo ciclo de división dentro del periodo de
incubación inicial (18 horas) (Apartado 2.3. y Figura 9A), estos resultados
no nos permiten determinar con exactitud si la secuencia de expresión
antigénica es un evento postmitótíoo o bien está asociada al proceso de
división celular. Para estudiar este aspecto se incubaron 2x10* células en
presencia de agentes inhibidores específicos (APh ó CM), analizando su
fenotipo y el estado del ciclo celular en relación con la expresión de le
molécula CD8, que constituya el marcador mas característico de los procesos
de maduración en este estadio de diferenciación intratímico. El estudio se
realizó únicamente a las 18 horas de incubación, debido a que en presencia
de ambos agentes antimitóticos la recuperación celular disminuye de forma
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significativa con respecto a los cultivos control (sobre iodo a partir dt» las 1 h
horas de cultivo) (Figura 16).
Como se observa en la Figura 17, el porcentaje d« célula» en fases G,/G}
se reduce de un 75% a un 15-20% en presencia de ambos agentes, situándose
la mayoría de las células en fases S y G7/M (26% y 53% respectivamente) en los
cultivos con CM, y en fase S (85%) en los cultivos con APh.
Es importante destacar que a pesar del bloqueo que arabos agentes
inducen selectivamente sobre diferentes fases del ciclo celular, ninguno de
ellos interfiere el proceso de conversión fenotípíca que experimentan los
timocitos CD38" (Figuras 15 y 3 7). En este sentido, el estudio simultáneo del
contenido de ADN y de la expresión de CD8 demuestra que las células
bloqueadas en fases S ó G}/M expresan altos niveles de CD8 (Figura 17), lo
cual confirma que ambos procesos (expresión antigénica y división celular)
están asociados en este estadio del desarrollo intratfmlco.
El análisis del tamaño celular de la población y su evolución durante e]
periodo de cultivo, demuestra que existe una buena correlación entre este
parámetro (LFS) y el estadio del ciclo celular (concordancia entre el
porcentaje de células con altos valores de LFS y el porcentaje de células en
fases S/G}/M) (Figura 15), La inhibición de la síntesis de ADN condiciona
que la población mantenga a las 18 horas de incubación unos valores de LFS
similares a los básales, mientras que el bloqueo en G7/M origina la aparición
de una población mayoritaria con altos valores de LFS (Figura 17). En este
sentido, el acotamiento diferencial realizado en función del tamaño y la
complejidad celular, indica que la mayoría de los timocitos con valores altos
de LFS son células CD4' en fases S y Gj/M que expresan CD8 (Figura 17).
Es interesante destacar que a pesar del bloqueo, en los cultivos
oaotl
íontenido ADN
Figura 17. Estudio del tamaño y complejidad celular (LFS va LSS), expresión
de moléculas de superficie y contenido de ADN de timocítos CD38',
cultivados a una concentración de 2x10* células/ml en presencia de 30 ng/ml
de colcemida (CM) 6 2,5 jug/ml de afídocolina (APh). Las células se
recogieron a las 18 horas, estudiando por CF los parámetros antes indicados
tras ínmunofluoresecencia directa y tratamiento con IP. Los valores
numéricos indican el porcentaje de células en cada cuadrante (histogramas
tridimensionales). También se indica (LFS) el valor del canal medio de
fluorescencia {MC) y el porcentaje de células en las diferentes fases del cíelo
celular. Se muestra un experimento representativo de 4 realizados,
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realizados en presencia de APh y CM se observa un reducido porcentaje (15-
20%) de células CU8' en fase <?„/(*,» q u e P^bablinmínto derivan de células en
l a s » - N p n - s c i i l f s af l la j>rcj>.tr¿u-Jim n n ^ i i i u l . i j i n ' «-M-Jipan a l b l o q u i t i y
flnalizan el ciclo (Figura 17),
3 .2 . Variaciones fenotípicas indinidas por la IL-2
Teniendo en cuenta que la IL-2 es capaz de inducir la proliferación
celular en estadios inmaduros del desarrollo intratimico (Apartado 2.4.1 Oí
se analizaron los cambios fenotípicos experimentados por diferentes
subpoblaciones precorticales en presencia de este factor de crecimiento.
Como se observa en la Figura 13, durante Las primeras 72 horas de
incubación los pretimocitos experimentan cambios fenotipioos similares a los
observados en ausencia de IL-2. Sin embargo, durante el sexto día de
cultivo, coincidiendo con el periodo de máxima proliferación inducida por la
IL-2, se observan variaciones fenotfpicas significativas reflejadas en la
expresión de ios antígenos CD3 (70%) y CD8 (50%), con niveles comparables
a los observados en timocitos maduros, y cantidades moderadas de CD4
(10%). Ambas moléculas, CD4 y CD8, se expresan en poblaciones diferentes,
no detectándose células positivas dobles. Un 25% de las células expresan la
cadena a del receptor de la IL-2 (CD25). Es importante destacar que en estas
condiciones de cultivo se observa un porcentaje importante de células CD56'
(40%) y T C R Y / * (15%). En el estudio fenotípico realizado a los 9 días del
inicio del cultivo no se apreciaron variaciones con respecto a día 6.
La IL-2 no indujo variaciones fenotípicas adicionales en los cultivos de
timocitos TN y de timocitos CD3 8", con respecto a lo observado en ausencia
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de la misma durante las prítneniK horas de cultivo (72 y 40 horas
respectivamente). A los 6 días predomina en ambos cultivos (Figuras 14 y IB)
una población CDla HLA*, que expresa CD3 (30%) y CD8 (45%) y menores
niveles de CD4, similar a la observada en los cultivos de pretitnocltos en
presencia de IL-2. Es notorio, en ambos casos, la existencia de una población
importante de células CD56" (60-70%).
4. INTERACCIÓN DE SUBPOBLACIONES TIMICAS CON COMPONENTES
ESTROMALES
4 . 1 . Aislamiento y caracterización de una linea celular derivada del estroma
timico
Aunque el microambíente timico desempeña un papel crucial en la
generación de células T ínmunocompetenies, la contribución de las células
estromales en el complejo proceso de diferenciación de los linfocltos T, no es
suficientemente conocida. Para intentar profundizar en el significado de las
interacciones entre las células del estroma timico y las células linfoides a lo
largo de su desarrollo madurativo, se aislaron previamente células estromales
humanas utilizando técnicas de tratamiento enzimático. De las lineas
obtenidas, una de ellas (PG/85) fue caracterizada fenotípicamente y empleada
en ensayos de interacción in vitro con diferentes subpoblaciones de
timocitos, a fin de determinar su relación con los procesos de maduración
int ratímicos.
Los estudios con microscopía óptica, en cultivos subeonfluentes de la
línea PG/85, muestran una población adherente de morfología heterogénea con
DO
HLA
D6
HLA
CD4
Figura 18. Cambios fenotipicos experimentados por timocitos CD38'
cultivados a una concentración de 2x10 células/ml, en presencia de 10 Ul/tnl
de IL-2. Las células se recogieron en los tiempos indicados y se estudió la
expresión de diversos antígenos de superficie por inmunofluorescencia
directa. Los valores numéricos indican el porcentaje de células positivas para
cada marcador (histogratnas sencillos) y el porcentaje de células en cada
cuadrante (histogramas bidimensionales). Se muestra un experimento
representativo de 4 realizados.
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predominio de células de aspecto fibroblaatoíde (Figuras 19A y B). Las
células muestran un núcleo oval o redondeado, con uno o varios nucléolos
prominentes, y presentan numerosos granulos y vacuolas en su citoplasma.
Para realizar una caracterización mas precisa se emplearon técnicas de
ínmunofluorescencia sobre células en suspensión» tras despegarlas de la
placa de cultivo con PBS-EDTA; y técnicas i nmunohi Bioquímicas en
preparaciones de células crecidas sobre portas (Figuras 19C y D). En la
Tabla V se indican los AcMos utilizados y los resultados del estudio. La línea
estromal PG/85 reacciona positivamente con Ac anti-vimentina, pero no con
Ac anti-citoqueratina, lo que indica su origen mesenquimátlco. De los
marcadores de superficie analizados expresa moléculas MHC de clase I con
alta intensidad y la molécula LFA-3 (CD58). No expresa moléculas MHC de
clase II» ni marcadores específicos de los linajes linfocitario y monoeftico.
En algunos ensayos de interacción se comparó el efecto de la linea
estromal PG/85 con el efecto de dos lineas fíbroblas ticas humanas de origen
ti miro (HS67) y dérmico (CCD45SK), obtenidas a partir del banco celular de
la ATCC (120). Los estudios de Ínmunofluorescencia realizados sobre células
en suspensión, indican que ambas líneas son fenotípicamente semejantes a La
linea PG/85. Como se refleja en la Tabla VI, expresan altos niveles de
moléculas MHC de clase I y niveles moderados de CD71. No expresan
moléculas MHC de clase II, ni marcadores específicos de otros linajes.
4 .2 . Efecto de la linea celular PG/85 sobre la proliferación intratlmica
En una primera aproximación se estudió el efecto de la línea celular
PG/85 sobre la proliferación espontánea e inducida por esteres de phorbol»
BFigura 19. Microfotografías de la linea celular mesenquimatosa de origen
tímico PG/85 en cultivos subconfluentes, teñidos con el método de coloración
de Gietnsa (A y B) ó empleando técnicas inmunohistoquímicas (C: control
negativo, D: anti-HLA).
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TABLA V. Caracterización de la linea wlrazuü timir» human» I»c;/H5
ANTIGENO
RKACTIVIDAD
CDla
CDlb - ND
CDlc - ND
CDJ
CD4
CD8
CDM ND
CD20 ND
CD25 - ND
CD4S - ND
CD58 +/- •
CD71 ND ND
HLA A, B y C ++ ++
HLA DR
Citoqueratiua - ND
Vimentína 4- ND
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TABLA V. Caractcríxación de la linoas toog«pqutn»fn— humana* CCIMbSK y HSf.7
ANTIGENO CCD45SK HS67
CDla
CDlb
CDlc
CD3
CD4
CD8
CD14
CD20
CD25
CD45
CD58 ND ND
CD71 • •
HLA A, B y C ++ ++
HLA DR
til
JL-2 y la combinación d«t ambos agentes, en subpoblacfones Umioaa en
diferentes estadios de diferenciación. Para ello, se incubaron 10* tiroocltos
•obre microplacas de cultivo que contentan células adherentes preparadas con
24 horas de antelación (500 células/pocilio).
Como se observa en La Figura 20, la presencia de La línea aiesenquimal
PG/85 inhibe completamente la inducción de proliferación en pretimocitos y
timocitos medulares. Por el contrario, en cocultfvos de células PG/85 y
timocitos corticales se observa una respuesta proliferativa espontánea, de
baja intensidad, que no se evidencia en los cultivos de las células corticales
aisladas.
4.3. Estudio de la viabilidad celular en cocultivos de la linea estroma] PG/S5
y subpobLaciones rímicas
Para comprobar si el efecto inhibidor sobre la proliferación era
consecuencia de la inducción de fenómenos de muerte celular, se estudió la
viabilidad celular durante 3 días en cultivos de diferentes subpoblaciones
tímicas, establecidos sobre monocapas de células estromales. En todos los
casos la recuperación celular, a las 72 horas de cultivo, fue
significativamente menor en presencia de la linea PG/85 (Figura 21). Este
fenómeno es especialmente notorio en cultivos de pretimocitos y de timocitos
corticales, donde la recuperación celular final fue de un 20 y 15%
respectivamente, frente a un 60 y 40% en cultivos control.
•
4.4. Inducción de a pop tos is en subpoblaciones timtr**« por la linea estrotnal
PG/85
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Figura 20. Incorporación de 3H-timidina por pretimocítos (A), timocitos CD3
HLA (B) y CDla (C) (10s), cultivados durante 3 días en medio o sobre
nionocapas déla línea celular PG/85, en presencia de IL-2 (lOUI/ml), PDBu
(50 ng/ml) o una combinación de ambos. Los resultados mostrados son la
media de 3 experimentos ± DE.
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Figure 21. Recuperación celular f%) de pretimocitos (A), tiroocitos CD3HLA"
(B) y CDla" (C) cultivados a una concentración de 2x10 células/tnl en medio
ó sobre monocapas de la línea celular PG/85. El conlaje y análisis de la
viabilidad celular se realizó por exclusión con azul tripán a los tiempos
indicados.
La naturaleza de la muerte celular, descrita en el apartado anterior, fue
investigada en células cultivadas durante 72 horas en presencia de PG/85.
La muerte celular programada, o apoptosís, es un proceso de eliminación
celular selectiva durante el cual se degrada el ADN nuclear como
consecuencia de la activación de endonucleasas endógenas, que cortan el
ADN en las regiones ligad o ras internucleosómicas. Esta degradación
enzima tica origina fragmentos de ISO a 200 pb (que corresponden al tamaño
del nucleosoma) y múltiplos de los mismos, que pueden ser visualizados
mediante electroforesis en geles de agarosa, o utilizando técnicas de
citóme tría de flujo con agentes intercalantes. En este caso, en los
his togramas que reflejan el contenido de ADN celular, las células en apoptosís
presentan una cantidad subdiploide de ADN (121). Este método permite
calcular el porcentaje de células que tienen un contenido hipodiploide de ADN
en una población determinada.
En la Figura 22A se observa que la línea mesenqulmal PG/85 es capaz de
inducir selectivamente fenómenos de apoptosís en las células corticales. Un
76% de los timocitos corticales cultivados en estas condiciones (media de 10
experimentos), tienen un contenido subdiploide de ADN, frente al 5%
observado en los cultivos en ausencia de PG/85. En cocultivos de la linea
mesenquimática PG/85 con otras subpoblaciones túnicas (pretitnocítos y
timocitos medulares) y con linfocitos T de sangre periférica, no se
observaron fenómenos de muerte celular de esta naturaleza.
En experimentos de interacción similares realizados con subpoblaciones
tímicas y con células T, se comprobó que otras líneas fibroblastoideas
humanas de origen dérmico (CCD45SK) y tímico (HS67), y monocitos de
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Figura 22. A: Análisis del contenido de ADN de pretimocitos (PT), timocitos
CD3HLA (TC), CDla (TM) y linfocitos T (LT) cultivados a una
concentración de 2xlO6 células/mi, durante 3 días en medio sin aditivos,
sobre tnonocapas de células estromales (PG/85, CCD45SK 6 HS67) o en
presencia de monocitos. En cada hístograma {eje y: número de células
 f eje x:
intensidad de fluorescencia en escala lineal) se indica el porcentaje de células
con contenido subdiploide de ADN. B: Análisis del contenido de ADN de
timocitos CD3HLA" cultivados a una concentración de 2x10* células/m)
durante 3 días en presencia de diferentes concentraciones del sobrenadante
de cultivo de la línea PG/85 (SNF), previamente concentrado (lOOx).
sangro periférica, no inducían fenómeno» de «pop loáis en ninguna de las
poblaciones analizadas (Figura 22A).
Para comprobar si este fenómeno era debido a factores solubles, se
verificó el efecto que diferentes concentraciones del sobrenadante de PG/85
(lOOx) ejercía sobre los cultivos de la población cortical. Como se observa en
la Figura 22B, aunque el sobrenadante (diluciones 1:20 y 1:10) tiene cierto
efecto, el nivel de degradación observado es significativamente menor que en
los cocultivos de ambos tipos celulares.
4 .5 . Modificaciones feno típicas experimentadas por los pretimocitos en
presencia de células de origen estromal. Papel de la 1L-2
Como se observa en la Figura 23, los pretimocitos incubados sobre
monocapas de la linea celular PG/85, en ausencia de factores de crecimiento
exógenos, experimentaron modificaciones fenotfpicas semejantes a las
observadas en los cultivos de la población en ausencia de células adherentes
(Figura 13). A los 3 días del inicio del cultivo las células expresan con baja
intensidad las moléculas CD3, CD4 y CD8. El bajo rendimiento celular de los
cultivos en presencia de células eetromales, no permitió realizar estudios
fenotípicos durante periodos más largos.
Aunque la linea PG/85 inhibe las respuestas proliferativas de los
pretimocitos, la adición de IL-2 (10 Ul/ml) a ¡os cocultivos de esta población
sobre monocapas de células estromales (PG/85), mantiene la viabilidad celular
en cultivos prolongados (Figura 24) e induce significativas modificaciones
fenotípicas de ía población precursora. Durante los 3 primeros días de cultivo
no se evidencian cambios fenotípicos adicionales respecto a lo observado en
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Figura 24. Recuperación celular (%) depretímocitos (CDla"3~4~8~) cultivados
a una concentración de 2x10* eélulas/ml, en medio sin aditivos y en presencia
de IL-2 (10 Ul/ml), sobre monocapas de la linea celular PG/85. El contaje y
análisis de la viabilidad celular se realizó por exclusión con azul tripán a los
tiempos indicados,
cocultivos en ausencia de IL-2. Sin embtirgo, a los 6 día* de Incubación
las células expresan altos niveles de CD3 (60%) y de CD8 (60%) (Figura 23).
El nivel de expresión de la molécula CD4 (30%) es mayor que el observado en
los cultivos de pretimocltos con IL-2, en ausencia de células estromales
(Figura 13). Un 20% de las células generadas en estas condiciones coexpresan
ambas moléculas (CD4'8*), aunque no adquieren la molécula C DI a. Este efecto
no se observa cuando la población precursora (PT) se cultiva con IL-2 y
diferentes concentraciones del sobrenadante de PG/85 (lOOx). En estas
condiciones, los PT experimentan unas modificaciones fenotípicas similares
a las observadas en cultivos de la población con IL-2 en ausencia de PG/85
(Figura 25).
Así pues, en cocultivos de PT con células mesen quima tosas de origen
tínico en presencia de 1L-2, se induce la aparición de un porcentaje variable
de células CD4*8* (Figura 23), a diferencia de lo observado en los cultivos de
PT aislados (con IL-2 ó IL-2 más sobrenadante de PG/8S), donde las células
CD3' generadas son positivas simples (CD4 ó CD8) (Figuras 13 y 25).
4 .6 , Efecto de las células de origen cstromal sobre la población CD3 8
Teniendo en cuenta que la población CD3 4'8 parece representar un
estadio transicional, precursor inmediato de la población cortical CD3"4*8*,
se estudió el efecto que sobre el proceso de conversión fenotipica espontánea
y sobre la población resultante, ejercían diferentes lineas estromales de
origen mesenquimatoso (CCD45SK y PG/85), Para ello, se cultivaron 2x10*
células durante 48 horas sobre monocapas de células estromales, analizando
la viabilidad, el fenotipo y el estado del ciclo celular de los timocitos
COI
0
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Figura 25. Cambios fenotípicos experimentados por preümocitos (CDla'3~4*8*)
cultivados a una concentración de 2x106 células/mi, en presencia de
sobrenadante de cultivo de la linea PG/85 (SNF) previamente concentrado
(lOOx) con y sin IL-2 (10 Ul/ml). Las células se recogieron en los tiempos
indicados y se estudió la expresión de diversos antigenós de superficie por
inmunofluorescencia directa. Los valores numéricos indican el porcentaje de
células positivas para cada marcador (histogramas sencillos) y el porcentaje
de células en cada cuadrante (histogramas bidimensionales) - Se muestra un
experimento representativo de 4 realizados.
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recuperados, a las 18 y 40 horas del inicio del cultivo.
Como ya se ha indicado (Apartado 3.1 . y Figura 15) durante las
primeras 18 horas de cultivo de la población CD3 8 , el número de células
recuperadas se incrementa un 20%, disminuyendo gradualmente a partir de
este momento. La presencia de células es t roma les tiene efectos contrapuestos
sobre la viabilidad de la población CD3 8 . En presencia de la linea
fibrob las tica de origen dérmico (CCD45SK) el porcentaje de células
recuperadas aumenta progresivamente a lo largo del cultivo, mientras que en
presencia de células estromales de origen timico (PG/85) la viabilidad es
significativamente menor desde las primeras fases del cultivo (Figura 26).
Aunque ninguna de las lineas estromales modifica sustancialmente el
proceso de conversión fenotípica programada de la población CD3 8 , en
presencia de la linea CCD45SK el porcentaje de células CD4'8* es
significativamente mayor que en los cocui ti vos con la linea PG/85 y en los
cultivos control (85% frente a 70% y 71%, respectivamente, a las 40 horas de
cultivo) (Figuran 15, 27A y B) . Con respecto a la expresión de CD3, el
porcentaje de células que expresan {bajos niveles) esta molécula es similar
en ambos casos al observado en los cultivos control (15-20%) (Figuras 27C y
D). Igualmente PG/85 induce un incremento significativo (porcentual y en
intensidad) en el nivel de expresión de las moléculas MHC de clase I, que no
se observa en cultivos control y en cocultivos de la población sobre
monocapes de CCD45SK, en los que se objetiva una pérdida progresiva de
HLA (Figuras 27E y F).
El estudio del ciclo celular de la población incubada sobre monocapas de
células PG/851 revela que a las 40 horas una proporción significativa (50%)
de las células presentan un contenido subdiploide de ADN (Figura 27J). Este
200
160
Figura 26. Recuperación celular (%) de timocitos CD38" cultivados a una
concentración de 2x]0* células/ml, en medio y sobre monocapas de células
estromales (PG/85 y CCD45SK). El contaje y análisis de la viabilidad celular
se realizó por exclusión con azul tripén a los tiempos indicados.
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fenómeno es inducido específicamente por «ata línea fibroblasioidea tlmica
(PG/85), ya que no se observa en los cultivos control ni en presencia de
CCD45SK. Estos resultados Indican que la población CD4*8" generad* in
vilro, tiene un comportamiento Trente a PG/&5 similar al de las células
corticales (CD3 HLA), lo cual reafirma la naturaleza de estadio transicíonal
precortical inmediato de la población CD3 8 .
t , ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE DIFERENTES MOLÉCULAS
RELACIONADAS CON LA DIFERENCIACIÓN INTRATIMICA
Aunque tas variaciones fenotípicas observadas a través del análisis de
la expresión de ciertas moléculas de superficie, permiten obtener una visión
aproximada del proceso de diferenciación intratimico de los linfocítos T, es
indudable que el estudio de la síntesis de determinadas moléculas
fundamentales en los procesos de «elección (y su relación con la presencia
ARNm especifico), permitirla obtener una visión más cercana de los procesos
fisiológicos que acompañan o preceden la evolución íntratimica.
5 . 1 . Expresión de ARNm específicos
Para analizar el patrón de expresión de las subunidades del receptor
específico (a/S) durante las fases tempranas del desarrollo íntratímíco, se
estudió la presencia de transcriptos para las cadenas TCRo y TCRÜ en
preparaciones de ARNm, obtenido a partir de diferentes subpoblaciones
timicas precorticales y corticales. Tras la síntesis de una cadena de ADNc,
se amplificaron medíante PCR diluciones seriadas de los híbridos
AKNm/ADNc, empleando cebadoras específicos para las regiones conttinntoit
de las cadenas o y Q del TCR (Tabla IV).
Cosío se observa en la Figura 28, es posible detectar ARNm para La
cadena fi del TCR en estadios muy inmaduros del desarrollo. Los niveles de
ARNm-fi aumentan gradualmente en poblaciones más diferenciadas,
observándose el incremento más signif¡cativo en la población CD3 8 , tras un
periodo de cultivo de 18 horas en medio sin aditivos. La expresión de la
cadena TCRa es más tardía y no se detectan transcriptos hasta el estadio
CD38".
5 .2 . Mareaje metabólioo
El estudio se realizó comparativamente en la linea tumoral humana
MOLT-4, cuyo estadio de diferenciación equivale al de un timocito inmaduro
(122) i y en las subpoblaciones «micas CD3 8 \ CD3HLA* y CDlft . Tras la
incorporación de precursores in vitro ("S«Met:Cys), las células se Usaron
con Tritón X-114 y se separaron las fases acuosa (A) y detergente (D) .
Alícuotas de ambas fases se ínmunoprecipítaron con los AcMos 4WF (anti-
TCRO) y SPvT3b (anti-CD3e), y las fracciones no adsorbidas se
reprecípitaron con los AcMos NA1/34 (anti-CDla) y W6/32 (anti-HLA A t B y
C) . Los inmunoprecipitados obtenidos se separaron mediante electroforeáis
en goles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductores, y se
revelaron por fluorografía.
El AcMo 4WF antí-TCRS precipita en MOLT-4 (fases A y D) una proteína
de 36-37 Kdt mientras que en timocitos CD3 8" y en timocitos cortícaleE
ínmunoprecipita dos productos de 38 y 35 Kd, predominantemente en la fase
Figura 28. Análisis mediante electroforesis en geíes de agarosa y tinción con
BE de los productos de amplificación obtenidos a partir de diluciones seriadas
(1:10) de la solución ARNm/ADNc de pretimocítos (CDla'3~<T8~) (A),
timocitos TN (CD34 8") (B), CD3S' (C), CD3 8" tras un periodo de
Incubación de 18 horas en medio sin aditivos (D) y CD3 HLA" (E)
 f empleando
cebadores específicos para TCRQ (&) y TCRa (a) .
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D (Figura 29). Por el contrario, en células modularas «1 AcMo 4WF
inmunoprecipita, fu ndamen taimen te on la (une D, dos proteínas de 43-44 y 38
Kd <Figura 29) que corresponden, respectivamente, a las posiciones
esperadas de las cadenas o y a del TCR. No obstante, la existencia en todos
los ínmunoprecipítados (especialmente en la fase A) de una estructura no
especifica de 44-45 Kd, dificulta la interpretación de estos resultados. En lo
que respecta al complejo CD3, el AcMo SPvT3b precipita en MOLT-4 una
estructura única de aproximadamente 23 Kd, mientras que en todas las
subpoblaciones tínicas estudiadas inmunoprecipita, exclusivamente en la fase
D, dos proteínas de 25 y 23 Kd cuyo peso molecular es similar al de las
cadenas y y 6/« del CD3, respectivamente (Figura 29). Es interesante
destacar que a pesar de las diferencias observadas en la síntesis de las
subunidades TCRa y TCRfl, los timocitos tanto inmaduros (CD3 8 y CD3
HLA ) como maduros (CDla ) producen cantidades semejantes de CD3.
El AcMo NA 1/34 no precipita ningiin producto, mientras que W6/32
inmunoprecipita (en la fase D) en todas las poblaciones, excepto en timocitos
corticales, dos proteínas de 42-43 y 12 Kd (Figura 30A) que corresponden a
la cadena a y B2-microglobulina, respectivamente. En relación con el CDla
este fenómeno ha sido observado por otros autores (C. Milsteín, comunicación
personal).
5.3. Expresión en superficie celular
Teniendo en cuenta que el mareaje metabólioo no refleja la expresión de
una proteína determinada en la membrana plasmática, y que en algunos casos
los AcMos reconocen epítopes crípticos (en células viables) de ciertas
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DISCUSIÓN
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El timo es el órgano donde te produce* la madu radon de loa Unfocltos
T (134). Durante este proceso, y bajo la influencia del micraambiante Umico,
las células precursoras originadas en tejidos hemalopoyeticos siguen un
programa de desarrollo que incluye complejos cambios a njval fanottpico y
genotípico. Este programa comprende fases de expansión celular,
reordenamiento génico (TCR), diferenciación y selección del repertorio < 72).
Durante este proceso únicamente se permitiré la maduración de aquello*
timocitos cuyos receptores reconozcan moléculas del MHC presentes en «1 timo
(selección positiva), y se eliminarán aquellas células con potencial
autorreactivo (selección negativa).
Nuestros datos demuestran que una proporción sustancial de los
timocitos humanos postnatales están en división (11,5%). La mayoría de las
células en fases S/G;/M expresan CDla y son CD3 negativas. Asimismo, todas
las subpoblaciones CD3 aisladas contienen una alta proporción de células en
ciclo, lo cual indica que el proceso de expansión celular ocurre durante los
estadios iniciales de la diferenciación íntrntímica. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en timo postnatal muríno, que indican que la
división celular finaliza antes de iniciarse la expresión del complejo TCR-CD3
(125, 126).
La mayoría de las células en división expresan niveles intermedios /altos
de HLA (HLA*""*) (Figura 2A). De acuerdo con trabajos anterioras realizados
en nuestro laboratorio (fifi), durante la transición hacia el estadio de
diferenciación CD4*8\ los timocitos reducen progresivamente el nivel de
expresión de HLA y adquieren CDla, expresando niveles muy bajos o
indetectables de HLA en el punto en el cual se inicia la expresión del complejo
TCR-CD3. La síntesis y expresión de HLA se reinicia en fases posteriores de
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la diferenciación, incrementándose gradualmente durante La iran«irl6n harin
el estadio positivo simple (medular). A «i pues, la ventana da expresión de
niveles intermedios/altos de HLA puede corresponder a dos estadios bien
definidos dentro del proceso madurativo. La ausencia de células en fases
S/G2/M entre los timocitoa CD3% indica que el punto de máxima división
intratímica corresponde al estadio inicial de disminución de la expresión de
HLA. Los estudios realizados empleando sistemas de triple mareaje confirman
que las células con niveles intermedios/altos de HLA (HLA""*) en división,
son CD3 (Figura 4B).
En este sentido, la purificación de una población CD3 8 (CD1*4*) que
expresa niveles intermedios /altos de HLA, y que contiene la mayor
proporción de células en división dentro de las subpoblaciones aisladas,
confirma la presencia de una Importante población precortíeal en proceso de
expansión. La significativa contribución de esta subpoblación al total de
células en división, puede deducirse igualmente de los estudios realizados
con tres fluorocromos, ya que un 25% de las células en ciclo son CIM'h . En
este sentido, aunque las células positivas simples han sido consideradas
clásicamente como poblaciones maduras homogéneas, diferentes estudios
indican que tanto en ratón como en humanos existe una considerable
heterogeneidad fenotípica (127. 128). En ratón se han descrito
subpoblaciones inmaduras CD3 4*8 (129, 130) y CD3 48* (131, 132), que
representan estadios transicionales alternativos entre los timocitos CD48* y
CD4'8*. Aunque existe una gran variabilidad entre cepas de ratón, la
población murina predominante (CD3 4 8*) contiene una alta proporción de
células en división (131). Por otra parte, es descartable que la población
CD3 4*8" sea equivalente a la subpoblación CD4u*H-2>*, que representa el
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Upo celular mas temprano identificado 011 limo postnaul tnuríno (133), debido
• las diferencias en el nivel de expresión de moléculas MHC de cías* 1. No
obstante en las preparaciones CD3 8 , bonos identificado una subpoblacíón
minoritaria CDla 4'RA'HLA* (2,6%) que podría corresponder, aunque no M
puede afirmar con seguridad, a un tipo celular similar al de la población
murina antes mencionada. La población precortical CÜ3 4'H puede ser
equivalente a la subpoblación CD4 81" descrita in situ en humanos, que
expresa niveles intermedios de HLA (134}. Recientemente, mediante el empleo
de sistemas de citotnetria muítiparametrica, se han identificado (in situ) en
humanos poblaciones CD3 4*8a fl y CD3 4*8o'Q , mientras que la subpoblación
CD3 4 8' es prácticamente indetectable (127). Nuestros datos coinciden con
los obtenidos in vitro, empleando sistemas de cultivo de órganos quiméricos
con timocitos humanos postnatales, que revelan la existencia de una
considerable heterogeneidad fenotipica dentro de la población CD4* positiva
simple; y mediante la inyección intratimica de progeni t o re» T (alogénioos) en
xenoinjertoK de timo humano fetal en ratones SCID-hu, que confirman la
trascendencia de la población CD4'8 como estadio transidonal intermedio
entre las células CD4 8 y CD4'8* (135, 136). Todos estos datos confirman la
singularidad de la población CDla'3 4'8 HLA"** identificada en nuestro
trabajo, y la importancia de su status prolíferetivo dentro del esquema de
desarrollo intratímico.
Aunque los experimentos realizados no proporcionan información
directa ni completa sobre las relaciones precursor /progenie, la
caracterización de las subpoblaciones precorticales aisladas y el estudio (in
vitro) de las modificaciones fenotípicas (espontáneas/inducidas), sugiere que
el orden de diferenciación previo a la expresión del complejo CD3, podría ser
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PT-TN~CD4'8 ÍCIH 8*-CD4*8\ Di» gran importancia en este esquerro» o* ,.|
nivel de expresión de las molécula* MHC d« da*e 1, cuya reducción
progresiva se inicia on ol estadio TN, coincidiendo con «I Inido de la
expresión de CDla. La expresión de las moléculas comeceptorta CD4 y CD8
ocurriría posteriormente en subpoblndones transícionales diferentes antes
de alcanzar el estadio CLM"8\ siendo la subpoblación CD4'8
cuantitativamente más importante en humanos que la subpoblación alternativa
CD4 8* (136).
El estudio del ciclo celular de las subpobLaciones tímicas inmaduras
(CD3 ) aisladas, muestra importantes diferencias en la distribución celular
entre las distintas fases del ciclo, lo que sugiere que durante la fase de
expansión celular existen diferencias significativas en la capacidad de
proliferación y renovación celular. El ciclo celular de los pretimocftos se
caracteriza por presentar una mayor proporción de células en fases G./M en
relación con poblaciones más diferenciadas, lo que podría indicar que un
número considerable de las células en división retornan al estado de reposo
sin experimentar modificaciones fenotipicas. Esto sugiere que los PT pueden
tener cierto potencial de autorrenovacíón, o bien que en estadios muy
inmaduros del desarrollo las células experimentan un proceso de expansión
previo a la diferenciación. Los resultados obtenidos en ratón apoyan esta
última posibilidad dado que, tras la administración in vivo de BrdUrd, se
observa un descenso inmediato en el número absoluto de células CD4'8', lo
cual demuestra que estas células no se comportan como verdaderas células
troncales, y que su renovación es debida fundamentalmente al aporte de
células exógenas (137). Por el contrario, en las preparaciones de timocitos
CD3~4"8~ y CD3~8~ la mayoría de las células en división están en fase S. El
106
pro POTO de conversión linotípica espontanea qutt experimenta la población
CD3 4'8" ( -CD4'»'), y la correlación existente entre el porcentaje de células
que adquieren CD8 durante el periodo de cultivo (70%), con «I porcentaje de
células en fase S en la preparación basa) (60%), sugiere que esta población
está en un proceso programado de diferenciación asociado a la proliferación.
En este sentido, el estudio in vitro de la población CD3 8 en presencia de
agentes antimifóticos, demuestra que ambos procesos (diferenciación y
división) están asociados en este estadio del desarrollo madurativo. Teniendo
en cuenta además que, en contraste con otros pasos del desarrollo
intra túnico, la conversión CD4*8 -CD4'8* no requiere la presencia de un
microambiente intacto, nuestros resultados sugieren que la secuencia de
expresión antigénica (CD8 y TCR/CD3) es consecuencia del desarrollo de un
programa autónomo tras la entrada de la célula en división.
Por otra parte aunque la población cortical contiene la mayoría de las
células en ciclo (65%), presenta la menor tasa de división en relación a las
poblaciones precedentes, lo que indica un descenso progresivo en el
potencial generativo a medida que los timocitos se aproximan al punto de
expresión del complejo CD3-TCR. El análisis del ciclo celular en esta
población (CD4'8*), indica igualmente que en este estadio se produce la
expansión final del "pool" de precursores, sin experimentar modificaciones
fenotípicas adicionales.
El análisis ex vivo de la proliferación espontánea sugiere que la
población CD3 8 experimenta dos ciclos sucesivos de división. La adición de
colcemida disminuye un 30% los niveles de incorporación de JH-tlmidin& a las
18 horas. Teniendo en cuenta que en las preparaciones básales de timocitos
CD38", la práctica totalidad de las células en división están en fase S, y que
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durante este periodo (16-18 horas) una proporción considerable de Un
mí urnas finalizan el ciclo» nuestros resultados sugieren que un porcentaje
variable de células, una vez alcanzado el estadio CD4*8* „ inician una segunda
fase de división. Por el contrario, el mínimo efecto que la colcemida ejerce
sobre la proliferación espontánea de la población cortical, Indica que la
mayoría de las células en división presentes en las preparaciones de timocitog
CD4'8*, están en su último ciclo de división. En conjunto estos datos podrían
indicar que una vex alcanzado el estadio de diferenciación CD4*8*, Las células
no se dividen más que una vez. En este sentido nuestros datos concuerdan
con los obtenidos in vivo en ratones adultos, mediante la inyección de
BrdUrd y de precursores radiactivos (138, 139).
Nuestros resultados reflejan la existencia de una transición RA-RO-RA
a lo largo del proceso madurativo, lo cual indica que las isoformas del CD45
pueden desempeñar un importante papel en el desarrollo intrntimico de los
linfocitos T. Mientras que en los estadios mas inmaduros (t»T) las células
expresan preferentemente la Isoforma de alto peso molecular (RA), su nivel
de expresión disminuye progresivamente a través del estadio TN, a la vez
que se incrementa la expresión de CD45R0. Las poblaciones CD3 8 y CD3
HLA" contienen en su mayoría células CEM5RO*. Estos resultados sugieren
que una proporción considerable de los timocitos CD45R0* están en un punto
del proceso madurativo previo a la selección, lo cual contradice la hipótesis
planteada por Pilarskí et al. (140), que propone que la molécula CD45RA
seria un marcador del linaje generativo, mientras que la expresión de CD45R0
acompañaría el destino de las células seleccionadas negativamente. Aunque
la razón de la discrepancia con nuestros datos no está clara, es posible que
el método utilizado para determinar el potencial generativo de las
IOS
subpobiaciones RA/KO (actividad clonogénic* tras tratamiento con Con A y
TCGF), no delecte la actividad de todas las «ubpobiaciones transí ció nales.
De hecho se han descrito diferencias en La sensibilidad a Ínter leu quinas entre
distintas subpobiaciones tímioas (118). En este sentido, trabajos reciente*
también cuestionan el aparente valor de la molécula CD45RA como marcador
del linaje generativo (141).
Un aspecto fundamental del desarrollo de la célula T es La adquisición
de madurez funcional. En los linfocitos T maduros la asociación del Ligando
anligénico y la molécula TCR, genera señales que son transmitidas al interior
celular por el complejo CD3. Estas señales, en cooperación con las recibidas
a través de otras moléculas de superficie, originan la producción de una serie
de mediadores intracelulares {(Ce 2 ' ] , , Í'KC) que inducen la expresión de
diversos genes, cuyos productos permitirán a la célula responder a factor»*
solubles (receptores de membrana), sintetizar hormonas» adquirir capacidad
citolitica, etc (34, 41). Teniendo en cuenta que el ensamblaje y expresión de
un complejo TCR-CD3 plenamente competente, es un acontecimiento
relativamente tardío en el proceso madurativo de los linfocitos T (128), el
estudio del proceso de capacitación funcional puede ser abordado de forma
más precisa, analizando la inducibilidad de ciertos genes individuales (IL-2,
IL-2Ra, IL-4, e t c . ) . Debido a la ausencia de un conocimiento exacto de las
moléculas de superficie implicadas en la generación de señales en los estadios
inmaduros del desarrollo, y dado que La activación de la PKC (al igual que la
presencia de una elevada concentración de [Caz*]{) es necesaria para la
expresión de determinados genes (46), en nuestro trabajo hemos utilizado
esteres de phorbol, que originan una activación directa y persistente de La
PKC, para estudiar la inducibilidad de respuestas génicas a lo largo del
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d—arrollo intrutímico.
Nueütros resultados indican que la programación nao—aria para la
inducibilidad de cierta* respuestas génioas {IL-2, lL-2fta), se inicia durant««
muy tempranas del desarrollo intrntímieo (I*T), mucho antes de que
una base para La selección positiva (expresión TCR-CD3). Un aspecto
fundamental derivado de nuestro estudio es que durante la transición entre
él estadio DN y el estadio DP, representado por la población CD3 4*8", se
inicia un proceso de pérdida de funcionalidad del circuito 1L-2/IL-2R (IL-2
/IL-2R"), cuya consecuencia final es el bloqueo de la inducibilidad de los
genes de la IL-2 y del IL-2R en el estadio cortical <IL-2 /IL-2K ). Es
interesante destacar que esta pérdida de respuesta, que ocurre cuando las
células se aproximan al periodo de selección, se mantiene (parcialmente) en
los timocítos medulares TCR-CD3* (JL-2 /IL-2R'). Teniendo en cuenta que
la inducibilidad del gen de la IL-2 se pierde antes (transición DN-SP CD3 ) ,
y se recupera después (transición SP CD3'-LT) que la del gen del IL-2R, «1
fenómeno de pérdida de respuesta podría representar un proceso programado
de ajuste de la fisiología celular, que proporcionaría las precondiciones
necesarias para la selección positiva y negativa. En este sentido, se ha
planteado que el defecto en la secreción de IL-2 que presentan los timocitos
medulares, puede ser un mecanismo fisiológico implicado en el proceso de
selección negativa, ya que señales iniciadas a través del receptor específico
inducen un proceso de activación abortiva que puede condicionar la
eliminación selectiva (apoptosis) de las células con potencial autorreactivo
(142).
Debido a que algunos de los componentes necesarios para inducir una
respuesta proliferativa en linfocitos T (inducibilidad plena de los genes de
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la IL-2 y del II.-2Rn) Ron adquiridos durante las fases tempranas del
desarrollo intraUmico, se ba planteado que los tí mocitos podrían utilizar,
durante las fases iniciales del proceso de expansión celular, los mismos
receptores y factores de crecimiento que utilizan los línfooíto» T de sangre
periférica, aunque inducidos a través de un receptor alternativo (18). Sin
embargo, la mayoría de los estudios realizados indican que los factores de
crecimiento implicados en la proliferación intratimica, son diferentes de los
producidos por los linfocitos T maduros (143). En este sentido, nuestros
resultados indican que la IL-2 es capaz de inducir respuestas prolife rali vas
dosis-dependientes en poblaciones tímícas inmaduras (PT), y que
paralelamente las células expresan marcadores característicos de estadios mas
avanzados del desarrollo (CD3, CD4 y CD8). Las células blásUcas CD3'
generadas expresan las moléculas CD4 y CD8 (fundamentalmente ésta última)
de forma mutuamente exclusiva. Es importante destacar que aunque asta
población CD3' positivo simple se expande progresivamente y llega a ser la
población mayoritaria en el cultivo, aparecen proporciones significa Uvas de
células TCRY/Ó* y CD56*. No obstante hay que considerar que la capacidad
de una subpoblacíón timica para responder in vitro a un factor de
crecimiento, es reflejo de su potencial proliferativo y de diferenciación, pero
no demuestra que esta hormona ejerza un papel relevante en condiciones
fisiológicas. Nuestros resultados sugieren que en estas condiciones de cultivo
la IL-2 parece inducir un programa de desarrollo celular (anómalo) que no se
asemeja a la diferenciación fisiológica. Sin embargo, y dado que en este
sistema (ausencia de células estromales} la IL-2 parece inducir selectivamente
el desarrollo de células TCRa/íTCDS* y TCRy/6*, no se puede excluir que se
puedan estar mimetizando vías de desarrollo extratímicas, ya que tanto las
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células TCRo/0'CD8' como las células TC'Ry/6' incluyen linajes o
que pueden desarrollarse ex t réumicamente en condiciones fisiológicas (144).
En este sentido, se ha propuesto que las células TCRa/fl'CD8\ TCRy/6* y
NK podrían ser variantes de un linaje hematopoyético diferente ai de la»
células TCRa/ñ'CD-l' (18). Por otra parte, es posible que la elevada
proporción de células CD56* observada en cultivos de PT en presencia de IL-
2, pueda ser consecuencia de la expansión de una población preexistente
(promovida por la IL-2), dado que en las preparaciones básales de
pretitnocitos (CDla 34 8 DR) es posible detectar un porcentaje variable de
células CD56" (Figura 13).
Otro aspecto no suficientemente conocido en el desarrollo intrnlímico
de los linfocítos T, es el papel que las interacciones 1J rifo-es t roma les
desempeñan en La regulación del proceso madurativo (54). Trabajos recientes
sugieren una implicación estadio-especifica de las células estromales, de modo
que las células de origen mesenquimatoso podrían desempeñar un papel
fundamental durante las fases iniciales del desarrollo, mientras que las
células epiteliales regularían estadios posteriores de la diferenciación (145).
En este sentido, y dado que algunos datos previos (146, 147) Indicaban que
células estromales (presentes en las suspensiones de pretimocitos) eran
necesarias para inducir fin vitro) un estado de respuesta a la IL-2, en
nuestro trabajo hemos analizado las modificaciones que una linea celular
mesenquímatosa de origen tímico (PG/85), obtenida en nuestro laboratorio,
induce en los cultivos de PT en presencia de IL-2. Nuestros resultados
indican que en estas condiciones de cultivo, aunque las células no adquieren
CDla ni reducen los niveles de expresión de HLA, siguen un patrón de
diferenciación más cercano a la transición fisiológica (CD4 8"-CD4*8*>, yaque
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es posible identificar una proporción significativa de células CD4V.
Teniendo en cuenta que este efecto no es inducido por los sobrenadantes de
la linea FG/85 (en presencia de IL-2), en conjunto nuestros datos sugieren
que los fibroblastos pueden desempeñar un papel importante en ios estadios
iniciales del desarrollo intralimico y que esta influencia está mediada
fundamentalmente a través de contactos celulares.
Por otra parte, la inducción de fenómenos de apoptosis en timocitos
corticales por cocultivo con PC/85, posee especial relevancia en relación con
los esquemas actuales de interpretación del desarrollo intratímico de los
linfocitos T. Este proceso es inducido exclusivamente en este estadio de
diferenciación (CD4*8'), y específicamente por esta linea estromal
mesenqu¡matosa, ya que no se observan fenómenos similares en otras
aubpoblaciones timicas, ni en cocultivos de timocitos corticales con tnonocitos
u otras líneas fíbroblásticas (CCD45SK y HS67). Este efecto no parece estar
mediado exclusivamente por factores solubles, dado que aunque «1
sobrenadante de la linea PG/85 tiene cierto efecto dosis-dependiente, la
magnitud de la apoptosis inducida es mucho menor.
Teniendo en cuenta que en las células corticales la apoptosis puede ser
desencadenada por una amplia variedad de estímulos (principalmente
glucocorticoides) (MS), y que durante el desarrollo de los timocitos la
ausencia de señales de rescate apropiadas (vía TCR) implica la muerte por
apoptosis de una gran proporción de células (74), es posible que los
resultados observados en nuestro sistema apunten hacia una probable
participación de las células no linfoides en la eliminación de las células no
seleccionadas positivamente (muerte por ausencia de señal de rescate). En
este sentido cabe destacar la coincidencia que existe entre el estadio de
diferenciación en el que se considera operarla U selección positiva, y el
estadio sobra el que la Unwi PG/85 ejerce su efecto. Nuestros resultado»
sugieren que la inducción de fenómenos» de apoptosis, en ausencia de
selección positiva, no es consecuencia de una programación interna previa
de la célula, sino que parece ser una respuesta a determinadas señales
ambientales (que no serian operativas en les células seleccionadas
positivamente). En este sentido, aunque se ha planteado que los
glucocorticoides podrían proporcionar esta señal {148, 149), nuestros
resultados indican que células no linfoides presentes en el mJcroamblente
tímico poseen la capacidad de inducir apoptosis en determinados estadios
(cortical) del desarrollo intratímico, lo que sugiere que la presencia de
factores exógenos (biorritmos de glucocorticoides extra túnicos) no es
estrictamente necesaria.
Es importante reseñar que 1M linón n> .<nqiiímatosa PG/&5 no sólo es
capaz de inducir fenómenos de apoptosis en timocitos corticales, sino en
células CD4'8' generadas in vitro a partir de la población CD3 6~, lo que
sugiere que la progenie de esta población transicional CD3 4*8 presenta unas
características semejantes a las células CD3 4*8*. Este dato refuerza aún mas
la posición de la población CD3 4*8 como precursora inmediata de las células
corticales, en timo humano postnatal.
En trabajos recientes realizados en timocitos inmaduros de ratones
transgénicos y en lineas celulares TCR transfretadas, se ha podido detectar
la expresión en membrana de la cadena TCRQ (monómeros u hotnodimeros) en
ausencia de cadena TCRn, aisladamente (150) o en asociación con
componentes del CD3 (6 y e) (151, 152). Por otra parte, en ratones RAG"
(deficientes en los genes activadores de recombinasas) que presentan un
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bloqueo madurativo a nivel del estadio CIX 8 , M ha observado que la
introducción de un trantgen TCRfl corrigv este defecto (153, 154 >. En este
caso el producto do) transgen TCRfl s« expresa de forma estable en la
superficie celular <en ausencia de otras cadenas TCR) en asociación con Las
subunidades CD3y, 6 y e (pero no con La cadena £) . Estos estudios sugieren
que determinados aspectos de la fase inicial del programa de desarrollo de los
Unfocitos T (transición CD4 8 -CLM'S'h podrían ser dependientes de La
expresión en membrana de un complejo TCR inmaduro (a /Q'). Sin embargo,
en estos trabajos no se detectó la presencia de otras moléculas adicionales
asociadas a La cadena TCRfi (a semejanza de lo observado en las células pre-
B) . No obstante, se ha sugerido que durante el proceso de generación de
diversidad, los precursores T (al igual que las células pre-B) podrían
verificar si el reordenamiento ha sido productivo depositando el producto del
gen reordenado en La superficie celular, de forma que el correcto ensamblaje
de los complejos TCRfl podría ser suficiente para generar Las señales
apropiadas e inducir la diferenciación celular (155), Asimismo, existen
evidencias experimentales que sugieren que el control ejercido en este punto
del desarrollo por Las proteínas TCRü podría ser independíente de la
especificidad de su región V, a diferencia de lo que ocurriría en estadios
posteriores, en los cuales la selección/diferenciación depende de la
especificidad del TCRn/B (156).
La peculiar posición de las subpoblaciones CD38 y CD3HLA en la
transición CD4 8 -CD4*8*, nos ha llevado a estudiar el patrón de expresión
de los genes de Las cadenas TCRa y TCRfl. Nuestros resultados apoyan La
naturaleza precorücal de las células CD3 8 dado que, tanto esta población
(CD3 4*8 ) como La población cortical (CD3 4'8"), presentan niveles altos de
1 1 ' »
A HNm-TCRQ y parecen sintetizar exclusivamente cadena TCRÜ, en contraste
con lo observado en poblaciones más diferenciadas (CD3'4*B y CD34 8')
donde las células producen también cantidades a precia bles de TCRo (Figura
29).
Por otra parte, en Usados de limocitos inmaduros (CD3 8 y CD3 HLA )
marcados con J ^ «aminoácidos, el AcMo anti-TCRü 4WF precipitó,
fundamentalmente en la fase detergente, dos proteínas de 38 y 35 Kd, que
posiblemente representan diferentes formas glicosiladas de la cadena fi,
mientras que en Usados de células marcadas en superficie con J " l , 4WF
precipitó niveles muy bajos de dos estructuras de 45 y 27 Kd. Es posible que
la proteína de 45 Kd corresponda a una forma altamente glicosilada de cadena
TCRB. Es interesante reseñar la coincidencia de esta estructura dimérica
precipitada con anti-TCRfl, con la descrita en la membrana de las células
pre-B, donde 1A cadena M, se asocia con una estructura similar a una cadena
ligera (V -A5/14.1) (157). Sin embargo, y aunque la metodología utilizada
no nos permite determinar si existe una asociación entre las estructuras de
membrana reconocidas por 4WF y los componentes del CD3, cabe destacar la
coincidencia existente entre el tamaño aparente de la subunidad menor (27
Kd) y el de la cadena CD3y • Por ello y dado que se ha descrito una asociación
predominante entre esta subunidad y la cadena TCRfl (dentro del complejo
TCR-CD3) (158), no se puede excluir que la estructura de 45/27 Kd
identificada en nuestro trabajo en la membrana de timocítos inmaduros (CD3
4*8' y CD3 4*8*), pueda estar constituida exclusivamente por cadenas TCRÜ
asociadas con subunidades del CD3 (y y 6/e). En este sentido, son
necesarios estudios adicionales para dilucidar la naturaleza de esta proteína
de 27 Kd asociada con la cadena TCRS, y su posible relación estructural y/o
UNtVERitDAt
AUTÓNOMA
DC MAORID
116
funcional con otras proteínas da Interés inmunológíco. En todo caso, la
síntesis y expresión de cadena TCHQ en lo» tí mocito» CD3 4'8 , aumenta al
interés de esta subpoblaclón como objetivo de ulteriores estudios y su
relación con los eventos iniciales de tos procesos de selección.
A E> ID E N E» \J 1VI
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Ls complejidad del proceso de diferenciación int nitimica no ha Impedido
en los últimos artos la elabormiAri di- diversos esquemas que resaltan las
relaciones precursor/progenie, y otras características de los sucesivos
•atadlos a través de los cuales los elementos precursores originan i ¡mocitos
maduros. Elemento central en estos esquemas es la población CD4'S', a la que
se atribuye la iniciación de los procesos de selección del repertorio. Esta
población constituye la progenie de estadios precortícales mal definidos y es
la precursora de las poblaciones maduras, caracterizadas por su similitud
fenotípica, aunque no funcional, con los linfocitos T.
En un intento de integrar los datos de este trabajo, y de estudios
previos realizados en nuestro laboratorio, con las ideas prevalen tes sobre la
diferenciación titnica, proponemos un modelo hipotético esquematizado en La
Figura 32, que resume en distintos apartados: A) la regulación de la
expresión de las subunidades del complejo TCR(o/B)-CD3 a lo largo de la VÍA
madurativa, donde lan flechas continuas representan vias confirmadas del
desarrollo y las flechan discontinuas probables vias alternativas. B) las
relaciones de proliferación /diferenciación en distintos estadios madurativos
y el posible papel de las interacciones con diferentes componentes del estroma
tímico. C) los valores numéricos (± DE) que reflejan: C ) porcentaje de
células en diferentes subpoblaciones CD3 , C3) porcentaje de células en fases
S/G2/M dentro de cada subpoblación y C 3 ) porcentaje de células en división
dentro de cada subpoblación (C jxC7/100), respecto al total de células en el
timo. Es interesante señalar que el valor de LC^ es concordante con el
porcentaje de células en división observado in situ en timo humano postnatal
(11,5 í 1,8%}. Los perfiles representados (color) reflejan el patrón de
expresión de distintas moléculas de membrana relevantes en el proceso de
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FIGURA 32
diferenciación, asi como la inductbilidad d« tos genos de la IL-2 y del IL-2K
a lo largo del desarrollo madurativo de I«m llnfocitoa T. El esquema (general
supone un orden de diferenciación programado previo a la expresión del
complejo TCR-CD3: PT-TN-SP(CD4*8 /CD4'8*)-DP(CD4*«'),
Durante los estadios más tempranos del desarrollo intnttimJco las
células (CDla 3 4 8 RA'HLA*) inician la transcripción del gen de la cadena B
del TCR y experimentan un proceso de expansión limitado, previo a la
diferenciación. Finalizada esta primera fase de expansión las células entran
en el proceso inicial de diferenciación, que está asociado a la aparición de
CDla y concomitante disminución de HLA (estadio de diferenciación TN)
hasta alcanzar el estadio CDla*3~4*8~RO*HLA*/w, donde se encuentran las
células con mayor tasa de división intratimica. La expresión de las moléculas
CD4 ó CD8 ocurrirá en subpoblaciones transicionales diferentes antes de
alcanzar el estadio CD4*8\ siendo la subpoblación CD4*S' cuantitativamente
más importante en humanos que la subpoblación alternativa CD4 S \ La
adquisición de CD8 (ó CD4) está asociada a la proliferación, mientras que la
expresión det complejo TCR-CD3 será más tardía. Esta secuencia de
expresión antigénica refleja el desarrollo de un programa autónomo de
diferenciación tras la entrada de la célula en división. En este estadio de
diferenciación (CD3"4"8*), al igual que en su progenie inmediata (CD3 4*8*),
las células verifican si el reordenamiento (TCRO) ha sido productivo
depositando el producto del gen reordenado, posiblemente asociado a una
estructura no identificada (%), en la superficie celular. El correcto
ensamblaje de los complejos &/%, probablemente con independencia de la
especificidad VB, proporcionara acceso a la maduración iniciándose la
transcripción del locus TCRa. Aquellas células que no expresen un complejo
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11/X correcto «eran eliminadas «4 no recibir la sena! de diferenciación
apropiada. Este proceso recuerda el de expresión (selección ?) del BCK
durante et desarrollo ontogénico de los Unfocitos B en la médula ósea, ya que
durante el estadio pre-B la cadena ¿i, »« asocia en la superficie celular con
una estructura similar a una cadena ligón» (V -AS/14.1).
Durante esta fase del desarrollo se inicia un proceso de ajuste de la
fisiología celular, con el bloqueo sucesivo de los genes de la IL-2 y del 1L-2R,
cuya consecuencia final será la pérdida de funcionalidad del circuito IL-2/IL-
2R en el estadio CD4'8\ Es interesante reseñar que a lo largo de] proceso
madurativo se produce una transición RA-RQ-RA, lo cual sugiere que las
isoformas del CD45 pueden desempeñar un papel relevante durante el
desarrollo intratimico de las células T.
La adquisición de CD8 (ó CD4) representa el inicio del estadio de
diferenciación CD4'8* (donde se sitúan la mayoría de las células en división),
con un descenso progresivo en el potencial generativo a medida que los
timocitos se aproximan al punto de expresión del complejo TCR-CD3, En este
sentido, la población CDla*3 4*8*RO'HLA '*TCRa 0' (precursora inmediata de
las células CDla*3B4"8*RO*HLA /mTCRa'B* sobre las cuales van a operar los
mecanismos de selección) constituye un estadio fundamental en el desarrollo
intratímico de los Unfocitos T, durante el cual se produce la fase de
expansión final de los elementos precursores. Teniendo en cuenta que la
división celular cesará antes de iniciarse los mecanismos de selección, la
finalidad última del alto potencial generativo tímico será proporcionar un
elevado número de precursores, que posibiliten la superación con éxito del
estricto proceso de selección positiva por parte de un número adecuado de
timocitos. Este proceso (selección positiva) es el mecanismo clave a través del
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cual se controlaré la producción de células T maduras, no sólo
proporcionando acceso a la maduración, sino determinando la especialiiación
funcional de las células seleccionadas. En ausencia de las señales de rescate
apropiadas, proporcionadas por la interacción del receptor especifico
(TCRa/fl) y de los correceptores CDB/CD4 con las moléculas del MHC (clase
I ó II) expresadas por células especializadas del epitelio cortical, los tímocítos
CD3'4*8' serán eliminados a través de un mecanismo de muerte programada
(apoptosís), mientras que lias células seleccionadas positivamente
incrementarán el nivel de expresión de HLA y TCR-CÜ3 e iniciarán el proceso
de conversión en células fenotípicamente maduras (CD4841 Ó CD4*8 ) . La
inducción de apoptosis en las células no seleccionadas positivamente (muerte
por ausencia de señal de rescate), no seria pues consecuencia de una
programación interna previa de la célula, sino que parece ser una respuesta
a determinadas señales Hmbíontnles. En este sentirlo, la existencia de un
filtro de células mesenquima tosas que proporcionarla sartales de apoptosis,
exclusivamente en este estadio del desarrollo (CD3fe4*8*), garantizarla la
rápida eliminación de las células que no hayan recibido la señal de rescate
apropiada. Estas no serian operativas en la células seleccionadas
positivamente ya que la interacción de la porción variable del TCRa/B y de
los correceptores CD4/CD8, con las moléculas MHC del epitelio cortical,
inducirían en ellas un estado de resistencia/refraetariedad a las señales
inductores de apoptosis liberadas por el mieroambiente timico. Hay que
resaltar el paralelismo de este proceso con el que opera en los línfocitos B,
donde la activación vía BCR es necesaria para revertir la apoptosis inducida
por el mieroambiente durante la selección del repertorio final (maduración de
afinidad) en los centrocitos de los centros germinales del ganglio linfático.
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La fase final dol proceso de diferenciación no implica expansión clona!
por lo que la transición DP-SP ocurre postmitóticamente. Durante cata fase
se recupera la induoibilidad del gen del IL-2R, pero no la del gen de la IL-2,
Eate defecto en la secreción de 1L-2 que presentan los timocitos medulares
podría representar un mecanismo fisiológico implicado en el proceso de
selección negativa, de forma que las señales iniciadas a través del receptor
especifico inducirían un proceso de activación abortiva que condicionarla la
eliminación selectiva de las células con potencial autorread*vo.
Quisiéramos resaltar que algunos aspectos del esquema propuesto
implican nuevas ideas que pueden ser corroboradas experímentalmente en
trabajos futuros, como son la naturaleza y significado de la cadena de 27 Kd
asociada a TCRü en poblaciones precortícales, la activación de proteínas
reguladoras de la apoptosís en la población cortical, y la regulación negativa
del crecimiento en la subpoblación CD3 4*8 , cuyas células en división
(obtenidas en gran cantidad por procesos simples) representan un material
único en el organismo que permite estudiar ex vivo la regulación y
características de los procesos de proliferación (espontánea) en células no
transformadas.
CON GLU SIO1ST ES
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1. En tuno humano pos»natal un porcentaje «lenificativo de las células están
en división < 11.5 ft 1,8%). La mayoría de las células en fases S/G./M
expresan COla y son CD3 negativas, lo cual indica que La fase de
expansión celular ocurre preferen temen te durante los estadios iniciales
del desarrollo intra tiroteo.
2. El punto de máxima división íniratimíca corresponde al estadio inicial de
disminución de la expresión de HLA, ya que la mayoría de las células en
división expresan niveles intermedios/al tos de HLA (HLA*'**) y son
CD3 .
3. La identificación y aislamiento de una subpoblación precursora (no
descrita en humanos) CDla'3 4*8 numéricamente significativa, que
expresa niveles de HLA intermedios/altos y que contiene la mayor tasa
de células en división dentro de las nubpob la clones aisladas, confirma
la presencia de una Importante población precortical en proceso de
expansión.
4. El estudio del ciclo celular en diferentes subpoblacíones tímicas
inmaduras (CD3 ) sugiere que durante los estadios más tempranos del
desarrollo (PT), las células experimentan un proceso de expansión
limitado previo a la diferenciación • mientras que en los estadios pre-
corticales intermedios la proliferación se acompaña de diferenciación.
5 . El proceso de diferenciación espontáneo (in vitro) que experimenta la
subpoblación CD3 4*8 (-CD3B4*8*), remeda con alta probabilidad uno de
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loa pasos fundamentales del desarrollo Intratimico, lo qu« confirma BU
naturaleza de estadio precortical inmediato,
6. Los estudios realizados en presencia de agentes anUtnitóUcos confirman
que durante este estadio del desarrollo La adquisición de CUS está
asociada a la proliferación, mientras que la expresión del complejo TCR-
CD3 es mas tardía (probablemente postmitótica). Esta secuencia de
expresión antigénica (CD8 y TCR-CD3) refleja el desarrollo de un
programa autónomo de diferenciación tras la entrada de la célula en
división.
7. La población CD4'8* contiene la mayoría de las células en división (65%),
no obstante esta población presenta la menor tasa de división en relación
a las poblaciones precedentes, indicando un descenso progresivo en el
potencial generativo a medida que los ti mocito» se aproximan al punto de
expresión del complejo TCR-CD3.
8. En conjunto estos resultados revelan que los mecanismos de selección
ocurren postmitóticamente, y que la finalidad última del alto potencial
generativo tímico es el aporte de un elevado número de precursores,
requisito necesario dado lo estricto de los procesos de selección
{positiva/negativa) del repertorio.
9. La caracterización fenotípica de las subpoblaciones precorticales
aisladas y el estudio in vitro de las variaciones fenotípicas espontaneas
sugieren que el orden de diferenciación previo a la expresión del
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complejo TCR-CD3 es: PT-TN-SPCCD48 /CM 8')-Df\ siendo la
subpoblación iranslcional ( I>tH cuantitativamente mas importante en
humanos que la población alternativa CD4 8 \
10. A lo largo del proceso madurativo se «videncia una transición
RA-RO-RA, lo cual sugiere que las isoformas de la molécula CD45
pueden desempeñar un papel importante en el desarrollo intraUmlco de
los linfocitos T, y descarta el papel atribuido a las células RA' como
exclusivo linaje generativo intratímico.
11, Durante la transición entre los estadios CD3 4 8 y CD3 4'8" se inicia un
proceso de pérdida de funcionalidad del circuito IL-2/IL-2R cuya
consecuencia final es el bloqueo de la inducíbilidad de ambos genes en
el estadio cortical
12. La IL-2 es capaz de promover respuestas proLiferativas en poblaciones
tí micas inmaduras. Durante este proceso las células adquieren
marcadores característicos de estadios más avanzados del desarrollo,
aunque el patrón de expresión antigéníca no refleja el observado
durante la diferenciación fisiológica. En presencia de células estromales
de origen tnesenquimatoso la secuencia de expresión antigénica remeda
más la transición fisiológica» lo cual sugiere que estas células pueden
regular determinados aspectos de la fase temprana del desarrollo.
13. La población cortical originada in vitro y su homologa obtenida ex vivo
son sensibles a señales inductores de apoptosis proporcionadas por una
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linea roeftenquimatofia derivad» do timo humano (PC/&S) obtenida en
nuestro l«boratorio.
14. La singularidad del fenómeno anterior permite deducir que determinados
componentes del mesenquima ti mico participan en la eliminación de las
células no seleccionadas positivamente (muerte por ausencia de señal de
rescate), y que el proceso de selección positiva supone la adquisición
(vía TCR) de señales que contrarrestan el posible efecto inductor de
apoptosis del microambiente tímico.
15. Aunque son necesarios estudios posteriores más amplios, la posible
expresión de TCRB (en ausencia de TCRa) asociada a una estructura de
27 Kd en la superficie de los tlmocitos CD3 4*8 y en su progenie
inmediata (CD3 4*8*), confirmaría el carácter único de «atas
poblaciones, en relación con los evento» iniciales de los procesos de
selección.
E
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Parte del contenido da esta tesis está publicado o enviado a las
revistas internacionales que se detallan a continuación:
1. Ifc-Iimitatlon of tbe ProüferatJve Slages in the Human Tbymua
indícate*: that Cell Expansión Occurs befare Iba Expre&síon of
CD3 (T CeU Receptor). Luis Alvarez-Vallina, África González,
Francisco Gambón, Miguel Kreíslcr y Fernando Díaz-Espada, i,
IMMUNOL. 150:8. 1993.
2. In vitro Differentiation of Human CD3 4*8 : Kínetícs of CD8 and
T Cell AnÜgen Receptor Exprcsaion. Luís Alvarez-Vallina y
Fernando Díaz-Espada. EUR. J. IMUUNOL. (enviado para su
publicación).
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